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RESUMEN 
 
El factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) es un mediador fibrotico sobreexpresado en lesiones 
ateroscleróticas humanas, infarto de miocardio y en modelos experimentales de hipertensión. Varios estudios 
sugieren un importante papel de la Endotelina-1 (ET-1), la Angiotensina II (Ang II) y el factor transformador del 
crecimiento (TGF-β) en enfermedades vasculares. El primer objetivo de esta tesis fue estudiar si la ET-1 regula 
CTGF. En CMLV obtenidas de aorta de rata la ET-1 aumentó de manera significativa la expresión de ARNm de 
CTGF, la actividad del promotor de CTGF y la producción de proteína a través del receptor ETA. El bloqueo de 
CTGF, con un oligonucleótido antisentido, disminuyó la producción de fibronectina y colágeno tipo I inducidos por 
ET-1. El segundo objetivo fue determinar si existe interacción entre ET-1, Ang II y TGF-β en procesos de fibrosis 
vascular y sus mecanismos intracelulares. En CMLV la ET-1 a través del receptor y de la ruta de RhoA/quinasa de 
Rho induce la producción de CTGF. La regulación de CTGF por ET-1 es independiente de TGF-β, ya que la ET-1 no 
indujo la expresión génica ni la producción de TGF-β y además la producción de CTGF por ET-1 es indepediente de 
TGF-β, mostrando diferencias con Ang II. En esta tesis encontramos una relación directa entre ET-1 y Ang II, ya que 
el antagonista del receptor ETA disminuyó la inducción de CTGF dependiente de Ang II, esto podría indicar que la 
ET-1 es mediadora de las acciones de Ang II. El TGF-β regula procesos de fibrosis actuando a través de la ruta de 
las proteínas Smad. Nuestros resultados demuestran que la Ang II activa las proteínas Smad en células vasculares. 
Las proteínas Smad están implicadas en la sobreexpresión de CTGF y de proteínas de MEC inducidas por la AngII, 
independientemente del TGF-β. Este nuevo hallazgo sugiere que la activación de Smad podría estar implicada en 
los efectos profibrogénicos de la AngII en enfermedades vasculares. Los inhibidores de la reductasa de la 3-hidroxi-
3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) (o estatinas), tienen efectos beneficiosos ampliamente probados en las 
enfermedades cardivasculares. En esta tesis hemos encontrado que en CMLV las estatinas aumentaron la 
activación de la ruta de las Smad por TGF-β. Además en las CMLV las estatinas también indujeron la síntesis de 
TGF-β y la producción del receptor de TGF-β tipo II, lo que llevó a un aumento de las respuestas dependientes del 
TGF-β. Las estatinas provocan que las CMLV sean más subceptibles a la apoptosis inducida, y un aumento de la 
sobreexpresión de MEC inducida por TGF-β. Nuestros datos sugieren que los efectos beneficiosos de las estatinas 
podrían estar mediados, al menos en parte, por la ruta de señalización TGF-β/Smad. 
Nuestros datos sugiren que el CTGF podría ser un mediador de los efectos cambios vasculares 
observados en respuesta a estos factores.  
 
SUMMARY 
  
Connective tissue growth factor (CTGF) is a novel fibrotic mediator that is overexpressed in human 
atherosclerotic lesions, myocardial infarction, and experimental models of hypertension. In vascular smooth muscle 
cells (VSMCs) there are several studies that suggest an important role of Endothelin-1 (ET-1) in cardiovascular 
disorders. The first aim of this thesis was to analyze wether ET-1 could induce CTGF. ET-1 upregulated CTGF 
mRNA expression, promoter activity, and protein production. The blockade of CTGF by a CTGF antisense 
oligonucleotide decreased fibronectin (FN) and type I collagen expression in ET-1–treated cells. The second aim was 
to determine wether an interaction among Ang II TGF-β and ET-1 exist and their molecular mechanisms involved. 
ET-1 via ETA, and through RhoA/Rho kinase activation increased CTGF gene expression and production. In VSMCs, 
ET-1 have TGF-β–independent regulation of CTGF because there is not a TGF-β gene or protein aupregulation and 
the presence of neutralizing transforming growth factor-β (TGF-β) antibody did not modify ET-1–induced CTGF 
production. We have found an interrelationship between Ang II and ET-1 because the ETA antagonist diminished 
CTGF upregulation caused by Ang II. Our results show that, in cultured VSMCs, ET-1, independently of TGF-β and 
through the activation of several intracellular signals via ETA receptors, regulates CTGF. Ang II participates in 
vascular fibrosis. TGF-β was considered the most important fibrotic factor and Smad proteins are essential 
components of TGF-β signaling system. Our aim was to investigate whether AngII activates the Smad pathway in 
vascular cells, evaluating CTGF and ECM proteins. Our results show that Ang II activates the Smad signaling system 
in vascular cells, in vivo and in vitro. Smad proteins are involved in AngII-induced CTGF and ECM overexpression 
independently of TGF-β. This novel finding suggests that Smad activation could be involved in the profibrogenic 
effects of AngII in vascular diseases. The 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors (or 
statins), exert proven beneficial effects on cardiovascular diseases. We have found that in VSMC statins increased 
the activation of Smad pathway by TGF-β. In addition, in VSMC statins also induced TGF-β synthesis and TRII 
upregulation, leading to an increase in TGF-β-dependent actions. Statins make VSMCs more susceptible to TGF-β 
induced apoptosis, and increase TGF-β dependent ECM upregulation. Our data describe a close relationship 
between statins and TGF-β in different aspects of the atherosclerotic process, and suggests that the beneficial 
effects of statins could be mediated by modulation of the TGF-β/Smad pathway. 
These novel findings suggest that CTGF could be a mediator of the vascular changes observed in 
response to these factors in vascular diseases.   
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INTRODUCCIÓN 
 
Las células de músculo liso vascular en las enfermedades vasculares 
 
Las células de músculo liso vascular (CMLV) participan de forma directa en el desarrollo de las 
principales enfermedades  vasculares. Por ejemplo en la hipertensión son las principales efectoras del 
daño inducido por angiotensina II (Ang II). A ello contribuyen mediante la producción de citoquinas y 
quimioquinas, y la inducción la expresión en la superficie celular de moléculas de adhesión que 
favorecerán el proceso inflamatorio. Además participan en la acumulación de proteínas de la matriz 
extracelular (MEC), que finalmente conducirá a fibrosis vascular. Sin embargo si hay una enfermedad en 
la que las CMLV tienen un papel principal esa es la aterosclerosis. 
Diversas enfermedades vasculares implican la proliferación de las CMLV como el mecanismo 
primario de su patofisiología. Estas condiciones clínicas incluyen restenosis por cánula, la vasculopatía 
por transplante y al fallo en el implante de bypass venoso P25P. Ironicamente estas condiciones se 
desarrollan como consecuencia de las técnicas para tratar las enfermedades ateroscleróticas oclusivas. 
De hecho, el 30-40% de los pacientes que han recibido una agioplastia por balón percutaneo 
destarrollarán enfermedades ateroscleróticas dentro de los primeros 6 meses P221P. Con los nuevos stent 
recubiertos desarrollados el porcentaje se ha disminuido al 20% el cual es aun inaceptablemente alto P221P. 
El porcentaje de fallo del transplante venoso está entre un 10 y un 30% anual P142P. Estas enfermedades 
proliferativas vasculares se inician por daños mecánicos, bioquímicos o inmunológicos en la pared 
vascular. El daño vascular dispara la cascada de eventos los cuales incluyen la desaparición o disfunción 
endotelial, inflamación y la activación de las CMLV y su proliferación. En las lesiones vasculares se 
pueden detectar millares de factores de crecimiento y citoquinas. Estos intermediarios pueden ser 
liberados por las EC disfuncionales, las células inflamatorias, las plaquetas y las CMLV, mediando en la 
quimioataxis, migración celular, proliferación, apoptosis y modulación de la MEC P193P. En esta tesis 
profundizaremos en alguno de estos factores, en concreto en la Angiotensina II (Ang II), la Endotelina-1 
(ET-1)  y el factor transformador del crecimiento-β (TGF-β) y sus acciones en las CMLV. Para ello 
estudiaremos la proteína el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) como ejemplo de la 
complejidad de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de esta enfermedad, ya que 
dependiendo del factor que lo este induciendo y de las condiciones en las que se produzca, el significado 
puede ser beneficioso o dañino. 
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La Aterosclerosis 
 
La aterosclerosis implica multiples procesos incluyendo disfuncion endotelial, inflamación, 
proliferación vascular y alteraciones de la MEC. El conocimiento de la patofisiología de la aterosclerosis y 
las enfermedades vasculares relacionadas ha cambiado a lo largo de la última decada, proporcionando 
nuevas perspectivas para las estrategias de prevención y terapia. Estudios recientes han enfatizado la 
importancia de la inflamación en la mediación de todos los estadios de la aterosclerosis P128, 192P. Sin 
embargo, ademas de la inflamación, un proceso clave de la aterosclerosis implica la proliferación de las 
CMLVP193, 194, 216P (Fig. 1). Uno de los precursores del desarrollo de la lesión en humanos puede ser la 
acumulación focal de CMLV dentro de la intima P214P. La función exacta de las CMLV en la aterosclerosis 
todavía esta sujeta a debate P214, 216P. La proliferación vascular contribuye a la patología de la 
aterosclerosis. La contribución de la proliferación vascular a la patofisiologÍa de la restenosis por cánula, 
la vasculopatía por transplante y al fallo en el implante de bypass venoso, que son problemas de especial 
Iimportancia clinica. Por ello, está emergiendo una nueva estrategia dirigida a inhibir dicha proliferación 
centrondolas en la regulación del ciclo celular.   
En la aterosclerosis se pueden distinguir varias fases. En la temprana se produce un daño 
endotelial lo que provoca una disfunción que inicia la activación de las CMLV. En ese momento las CMLV 
pueden contribuir al desarrollo de la placa de ateroma a través de la producción de mediadores 
proinflamatorios como la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1) y la molécula de adhesión de 
células vasculares (VCAM), así como a través de la síntesis de proteínas de la MEC necesarias para la 
retención de las lipoproteínas P214P.  
En una siguiente fase donde ya se distingue una lesión, aparecen las células espumosas y la 
inflamación es muy acusada. Aquí es donde se produce la proliferación de las CMLV y su migración a la 
intima. Dentro de la intima siguen produciendo mediadores inflamatorios que aceleran el desarrollo de la 
lesión.  
Sin embargo, las CMLV pueden ser también importantes en el mantenimiento de la estabilidad 
de la placa mediante de la formación de una cápsula fibrosa firme. De hecho, en las lesiones con gran 
carga de grasa en las que la capsula fibrosa es débil y fina hay evidencias de apoptosis de las CMLV, 
especialmente en la región de los hombros, asociada a la presencia de inflamación P61P. Además, en 
ambientes inflamatorios locales pueden inducir la expresión de colagenasa y bloquear la expresión de los 
inhibidores proteolíticos, de manera que se muestra una cápsula fibrosa débil y susceptible de romperse 
P
128, 216
P.  
En lesiones más avanzadas los fibroblastos y las CMLV con calcificación extracelular forman una 
placa fibrocalcificada. El origen de las CMLV en la placa aterosclerótica es intrigante. El engrosamiento 
de la íntima aparece durante el desarrollo normal y el envejecimiento. Las CMLV de la intima, incluyendo 
aquellas observadas en las lesiones ateroscleróticas podrían tener un origen monoclonal P215P.  
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Esto indicaría que la neointima surge de la proliferación de un clon preexistente de CMLV. Aunque el 
examen de las lesiones ateroscleroticas humanas no ha producido ninguna evidencia de una gran 
FIGURA 1.  Esquema del desarrollo de la lesión aterosclerótica 
Inicio de la lesión 
aterósclerótica: 
Aparición de la disfunción 
endotelial y activación de 
las CMLV 
Lesión aterósclerótica 
temprana: 
Aparición de las células 
espumosas mayor 
intensidad en la 
inflamación. Migración y 
proliferación de las 
CMLV. 
Lesión aterósclerótica 
vulnerable: 
Cápsula fibrosa fina con 
apoptosis de las CMLV. 
Aparece la estría grasa. 
Inflamación muy intensa 
sobre todo en la región 
de los hombros. 
Lesión aterósclerótica 
avanzada: 
Abundancia de CMLV. 
Gran presencia de 
fibroblastos lo que lleva a 
una acumulación de 
matriz. 
Aparece calcificación 
extracelular . 
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replicación P68, 172P, esta puede ocurrir muy tempranamente, en un bajo grado durante el desarrollo de la 
aterosclerosis o bien en un grado alto de manera esporadica. Las CMLV no esta claro de donde 
provienen. Los datos experimentales también indican que las CMLV de la íntima pueden provenir de la 
media o la adventicia P218P.  Asimismo, las células endoteliales (EC) embrionales se ha visto que son 
capaces de transdiferenciarse a células mesenquimales que expresan actina de músculo liso P42P. Estudios 
animales han indicado que las células pueden provenir también de subpoblacionesde células circulantes 
derivadas y no derivadas de la médula osea P29, 85, 209P.  
En resumen, la función de las CMLV de la íntima en la historia natural de la lesión aterosclerótica 
parece ser el actuar como foco para el desarrollo de las lesiones, quizá acelerando la acumulación de 
lípidos y la quimiotaxis de los macrófagos. La proliferación es probablemente un evento temprano, 
seguido por un proceso crónico que proporciona una cápsula esencialmente fibrosa que previene la 
ruptura de la placa. (Fig 1) 
 
 
El factor de crecimiento del tejido conectivo  
 
El CTGF es una proteína secretable rica en cisteínas que regula proliferación/apoptosis celular, 
angiogénesis, migración, adhesión y fibrosis P115P. CTGF se induce potentemente por estrés mecánico o 
presión estática P87, 265P, y por varios factores implicados en el daño vascular, incluyendo concentraciones 
elevadas de glucosa, el TGF-β, la Ang II y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), pero no 
por otros factores como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de 
plaquetas (PDGF), y se inhibe por el Adenosin monofosfato cíclico y el factor de necrosis tumoral-α (TNF-
α) P115, 203P. El CTGF se ha descrito recientemente como un factor profibrótico mediador de algunas de las 
repuestas inducidas por TGF-β, incluyendo fibrosis y apoptosis P181P. In vivo, el bloqueo de la síntesis del 
CTGF o de su actividad reduce la producción de colágeno inducida por TGF-β (Fig 2). Hay datos que 
sugieren que el CTGF y el TGF-β actúan de manera sinérgica para promover fibrosis crónica. En ratones, 
la co-inyección subcutánea de ambos produce una fibrosis sostenida y persistente. El CTGF se sobre 
expresa en diversos desordenes fibróticos en la piel, el riñón, el pulmón y el sistema cardiovascular P181P. Se 
ha descrito sobreexpresión de CTGF asociada a la acumulación de MEC en lesiones ateroscleróticas, 
después del infarto de miocardio y en tejido cardíaco de modelos experimentales de hipertensión P50,56, 203 P. 
Dependiendo del tipo celular, el CTGF tiene diferentes actividades biológicas P181P. En CMLV regula la 
proliferación/apoptosis celular, la migración y la síntesis de MEC P52P. En estas células, diferentes factores 
implicados en el daño vascular, incluyendo estiramiento mecánico, concentraciones elevadas de glucosa, 
Ang II y TGF-β pueden inducir la producción no sólo de CTGF sino que también de proteínas de la MEC. 
Esta producción de proteínas de la MEC puede revertirse bloqueando las producción endógena de CTGF 
P
203
P, indicando que CTGF es un mediador aguas abajo de fibrosis. En la presente tesis exploraremos si la 
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ET-1 también es capaz de sobreexpresar CTGF, y si este factor es un mediador de la acumulación de 
MEC inducida por ET-1.  
Se ha descrito que el CTGF se une directamente al TGF-β. Esta unión lleva a una potenciación 
de la actividad del TGF-β. El mecanismo se basa en una función de chaperona del CTGF que incrementa 
la afinidad del TGF-β por sus diferentes receptores, por lo que sus respuestas son más intensas y 
prolongadas P180P. Esta no es la única forma por la que el CTGF ayuda a las respuestas del TGF-β.  La 
producción endógena de CTGF por el TGF-β lleva a una supresión transcripcional del Smad-7 a traves de 
la inducción del factor de transcripción del gen de respuesta temprana inducible por TGF-β (TIEG-1). 
Mediante este mecanismo el TGF-β bloquea la regulación por retroalimentación a traves del Smad-7, 
perpetuando la activación de la señalización del TGF-β P244P. Esto puede ser relevante en condiciones 
patofisiológicas en las que el CTGF esta sobreexpresado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Hay numerosas evidencias que demuestran que el TGF-β participa en los procesos fibróticos in 
vivo. El bloqueo de la actividad del TGF-β con anticuerpos neutralizadores y decorina, un secuestrador de 
su forma activa, ha demostrado una reducción de la fibrosis en modelos experimentales de daño agudo. 
Sin embargo, el ratón deficiente en TGF-β es letal, desarrollando un defecto en la reparación de herida, 
con problemas en los depósitos de colágeno, y presenta un fenotipo hiperinflamatorio P133P. Esto sugiere 
que se debe encontrar una diana terapéutica que sea más específica para las enfermedades fibróticas. 
Los ratones heterocigotos para la delección del gen del CTGF presentan defectos en la organización y 
FIGURA 2.  Esquema de la regulación y las acciones de CTGF en la fibrosis. Varios factores regulan el 
CTGF, incluido el TGF-β. Ambos son capaces de producir fibrosis. El CTGF a su vez potencia las acciónes de 
TGF-β para producir una fibrosis más relevante. 
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síntesis de la matriz durante la osteogénesis, teniendo como resultado un defecto mayor en el desarrollo 
del componente esquelético de la caja torácica y consecuentemente mueren inmediatamente después del 
nacimiento P185P. No hay datos que sugieran que el CTGF tenga un papel positivo en las reacciones 
inflamatorias e inmunes. Además es un mediador de la fibrosis causada por TGF-β y otros factores 
implicados en daño tisular, por lo que CTGF podría ser una diana nueva más útil en las terapias 
antifibróticas. El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la regulación del CTGF 
puede ser muy útil en el tratamiento las enfermedades cardiovasculares.  
 
El sistema de la Endotelina  
Sus isoformas y su función 
Después del descubrimiento del factor de relajación del endotelio P21P se aisló un factor de 
contracción a partir de endotelio bovino pulmonar y aórtico P66, 83, 173P. Se identificó su secuencia génica en 
1987 y se denominó endotelina (ET) P144, 259, 260P. La ET es una familia de cuatro péptidos de 21 amino-
ácidos, ET-1, ET-2, ET-3, P92P y ET-4 (constrictor intestinal vasoactivo) P205P. También se han identificado ETs 
de 31 residuos P105P. La isoforma predominante es la ET-1, la cual tiene una alta similitud con el veneno de 
las serpientes de la familia Atractaspis P106, 144P y es un vasoconstrictor muy potente. Ademas de sus efectos 
cardiovasculares, la ETs estan involucradas en el desarrollo embrionarioP111P, broncoconstricciónP236P, 
crecimiento de la próstataP245P, carcinogénesis P112P y la función gastro intestinalP189, 246P y endocrinaP55, 101, 195P.   
 
 
Biosíntesis y Regulación 
En el endotelio, la ET-1 se libera principalmente en dirección a las CMLV, sugiriendo un papel 
paracrino P243P. La ET-1 también se produce en otras células involucradas en la enfermedad vascular, como 
leucocitosP222P, macrófagosP48P, CMLVP76P, cardiomiocitos P58, 96P y células mesangiales P60, 165P y su síntesis esta 
regulada de manera autocrinaP4, 15, 47, 58, 67, 76, 96, 97P.  
 
Regulación Transcripcional  
La transcripción del gen de la preproendotelina está regulado a través de los complejos 
sensitivos de forbol-ester c-fos y c-jun P120P, los elementos reguladores de la fase reactante aguda P93P y su 
promotor tiene sitios de unión para el factor nuclear-1 P16P la proteína activadora-1 (AP-1) y GATA-2 P43, 157P. 
Recientemente se ha demostrado la implicación de las proteínas Smad en su regulación por TGF-β P190P. 
De la traducción de este transcrito tiene como resultado la formación un péptido de la preproendotelina de 
203 aminoácidos, el cual se corta por una convertasa furinaP40P a un péptido de 38 aminoácidos, la ET-1 
grande (1-38)P86P. 
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Los enzimas formadores de endotelina 
Una vez formada la ET-1 grande se procesa a ET-1 B(1-21) B por proteolísis entre la Triptona 21 y la 
Valina 22 por el enzima convertidor de endotelina-1 (ECE-1), del cual existen 4 isoformas (a,b,c y d), P212, 
217, 223, 237, 238, 255
P y por el ECE-2 y la quimasaP254P. Además, la quimasa corta la ET-1 grande en el enlace 
entre la tirosina 31 y la glicina 32, obteniéndose también ET-1 (1-31) P166P. El ECE-3 convierte 
selectivamente la ET-1 grande en ET-3 P80P. Los ECEs se localizan en al endotelioP212, 217, 223, 238, 255P, las 
CMLVP138, 156, 196P, los cardiomiocitos P59, 108P y los macrófagos P59, 156P. Se ha observado actividad ECE en la 
fracción lipoprotéica del suero humano P175P. Las ECEs pertenecen a la familia de las metaloproteinasas P50, 
238, 255
P. La expresión del ECE-1 se regula a través de mecanismos dependientes de la quinasa protéica C 
P
235
P los receptores ET B B P168P los factores de transcripción ets-1 P176P y diversas citoquinas P264P. En ratones 
deficientes en ECE-1, los niveles tisulares de ET-1 se reducen sólo un tercio. Por lo que las rutas 
independientes de la ECE también contribuyen a la producción de ET-1. De hecho, las quimasas generan 
ET-1B(1-21) B P254P.  
Además se han clonado dos nuevos enzimas formadores de ET-1 B(1-21) B, una metaloproteinasa no 
ECE y una quimasa de CMLV (Fig 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los factores que regulan su síntesis 
La síntesis de la endotelina se regula por factores fisicoquímicos como el estiramiento repetido 
P
136
P el estrés por “shear” P140P y el pH P252P. El ejercicio sobreregula la expresión miocárdica de ET-1, lo que 
FIGURA 3. Procesamiento de la Endotelina-1 y la ET-1 grande. 
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sugiere que ET-1 puede tener un papel en el mantenimiento de la función cardiaca P137P. La hipoxia es un 
estímulo muy potente para la síntesis de ET-1 P139P lo cual puede ser importante en situaciones de 
isquemia. La biosíntesis de la ET-1 se estimula por factores de riesgo cardiovascular como niveles 
elevados de LDL oxidada P24P y glucosa P257P, la deficiencia de estrógenos, P3P la obesidad P12P la cocaina P82P, el 
envejecimiento P13P y los mediadores de coagulación como trombina P23P. También estimulan su producción 
vasoconstrictores P15, 91, 96P, citoquinas P20, 37P y las moléculas de adhesión P213P. Los inhibidores de la síntesis 
incluyen el oxido nítrico (NO) P23P, la prostaciclina P227P, los peptidos natriuréticos  atriales P58, 242P y los 
estrógenos P109P. Recientemente también se ha demostrado que el TGF-β puede inducir la expresión de ET-
1 en CE a través de un mecanismo en el que están implicadas las proteínas Smad y la activación del 
factor de transcripción AP-1 P190P. 
 
Clasificación y función de los receptores  
La ET-1 activa receptores de siete dominios transmembrana acoplados a proteínas G BiB. Se han 
clonado cinco receptores de ET. Los mamiferos poseen ETBA B P10, 129P y ET B B P206, 207P y existe un receptor dual 
de Ang II/ET-1 en ratas P197P. Hay un nuevo ET B B en pájaros P119P se ha encontrado un ET BCB en ranas selectivo 
para ET-3 P102P. En la vasculatura, en las CMLV se encuentran los receptores ET BA B, mientras que los 
receptores ET B B se localizan principalmente en CE y en menor medida en CMLV y macrófagos. ET-1, 
principalmente vía ET BA B, activa la fosfolipasa C, lo cual lleva a una acumulación de inositol trifosfoato y el 
calcio intracelular, y esto a su vez promueve una vasoconstricción duradera. También induce crecimiento 
celular, adhesión celular, fibrosis y trombosis. Sin embargo el papel de los receptores ET B B todavía es 
controvertido porque aquellos expresados en las CE también produce vasodilatación, liberación de NO y 
previene de la apoptosis, y podría oponerse a las acciones del receptor ET BA B P133, 185P. De hecho, en 
condiciones patológicas se ha descrito activación de ET B B en CMLV, con una fu 
nción similar a la de ETBA B, con lo que  podría amplificar las respuestas inducidas por ET-1 P81P (Fig 4). 
 
Acciones Cardiovasculares 
Además de los efectos vasoconstrictores y mitogénicos P4, 109, 260P, la ET-1 estimula la producción 
de factores como el VEGF P150P, el factor básico de crecimiento de fibroblastos-2 (bFGF-2) P180P, y epiregulina 
P
230
P y fibronectina (FN) P143P y potencia el efecto del TGF-ß P251P y el factor derivado de plaquetas P262P. Cabe 
resañar que la ET-1 interacciona con las células sanguíneas para estimular la adhesión de neutrofilos P132 P 
y la agregación plaquetaria P107P y producir MCP-1P77P.  Finalmente la ET-1 promueve la progresión del ciclo 
celular de manera autocrina P98, 179, 228P. La ET-1 predominantemente a través del receptor ETBA B, promueve la 
vasoconstricción, el crecimiento celular, la adhesión celular y la trombosis; por lo que la ET-1 es una 
diana prometedora para la terapia cardiovascular. Se han descrito niveles elevados en plasma en 
aterosclerosis, infarto de miocardio, angina inestable, hipertensión pulmonar, y fallo cardiaco P121, 133, 185P. Se 
ha establecido una correlación directa entre la cantidad de ET-1 presente en la lesión y la gravedad de la 
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angina en pacientes con enfermedad de la arteria coronaria P269P. Niveles de ET-1 altos de manera crónica 
produce fibrosis vascular con acumulación de proteínas de la MEC, fibrosis miocárdica e hipertrofia P133, 185 P. 
En diferentes modelos experimentales de enfermedades cardiovasculares, el tratamiento con 
antagonistas de ET-1 presentó sustanciales efectos beneficiosos P14, 18, 24, 65, 110, 154P (Fig 5).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ET-1 estimula la producción de citoquinas, como el TNF-α. La ET-1 emplea diversas señales 
intracelulares, incluyendo producción de radicales libres de oxigeno y activación de proteínas G pequeñas 
y proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPK) P54, 113, 258P, las cuales están involucradas en el daño 
vascular y la fibrosis. También emplea otros mecanismos bien conocidos del daño vascular como las 
especies reactivas de oxígeno. Asimismo también activa en las CE mecanismos de protección 
principalmente a traves del receptor ET B B, como la vasodilatación debida a la liberación de NO. También 
se ha descrito recientemente que la ET-1 puede inhibir la migración y la proliferación de las CE cuando 
está inducida por TGF-β. Lo que la convierte en una mediadora de las acciones antiangiogénicas del 
TGF-β P30P.  
 
 
FIGURA 4. Sistema de la Endotelina. metabolismo de las distintas isoformas de la Endotelina desde 
el ARNm hasta su unión a  los receptores 
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El Sistema Renina Angiotensina 
El sistema renina angiotensina (SRA) es el principal regulador de la función renal y 
cardiovascular, presentando un papel clave en la homeostasis de la presión arterial y en el balance de 
electrolitos. A partir del Angiotensinógeno, precursor de esta ruta se forma AngiotensinaI (AngI) por la 
acción de la Renina. Angiotensina II (Ang II), el péptido efector del SRA puede ser hidrolizado tanto por su 
extremo N terminal, como por su C terminal, su precursor el decapéptido AngI puede ser hidrolizado de 
manera similar (Fig 6).  
FIGURA 6. Sistema Renina Angiotensina. ECA: enzima conversor de angiotensina,  
Figura 5. la Endotelina-1 en el daño vascular. La ET-1 participa en los distintos eventos que dan lugar 
al daño vascular como el reclutamiento de células inflamatoria, la inducción de la proliferación de las 
CMLV, etc. 
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La Angiotesina II 
Los estudios realizados en los últimos diez años han contribuido a cambiar la visión clásica de la 
Ang II, desde un agente vasoactivo a una verdadera citoquina con un papel clave en la patología 
cardiovascular y renal. La Ang II es el péptido efector del SRA, presenta una amplia variedad de 
propiedades biológicas, jugando un papel fundamental en la homeostasis de la presión arterial y el 
balance de hidroelectrolitos. Este péptido participa en procesos patológicos a través de la regulación del 
crecimiento celular (proliferación/hipertrofia o apoptósis), y acumulación de matriz extracelular P202P. En los 
últimos años, muchos estudios sugieren que la Ang II es una verdadera citoquina con un importante papel 
en la respuesta inflamatoria P199P. La mayoría de la información disponible a cerca de las propiedades 
proinflamatorias e inmunomoduladoras de la Ang II se han obtenido de estudios en enfermedades 
cardiovasculares y renales. Algunos datos han demostrado que Ang II regula directamente funciones 
celulares inmunes.  
Receptores de Angiotesina II  
La Ang II se une a dos receptores AT B1B y AT B2B. El  receptor AT B1B participa en el control de la presión 
sanguínea, en la regulación del crecimiento celular y en la producción de citoquinas y proteínas de matriz 
MEC. Este receptor está ampliamente distribuido por los sistemas cardiovascular, renal, endocrino y 
nervioso P39, 155P. El receptor AT B2B causa vasodilatación, apoptosis, inhibición de la proliferación celular y 
formación de la neoíntima después de daño vascular. También regula la natriureis renal, la producción 
renal de NO y el infiltrado glomerular de monocitos P199, 202P/ P39, 198, 233, 253P. Este receptor se expresa 
ubicuamente en tejidos mesenquimales del feto humano, pero su expresión disminuye después del 
nacimiento P163P. En adultos, la expresión del receptor AT B2 Bse detecta en páncreas, corazón, riñón, 
glándulas adrenales, cerebro y vasculatura P39, 177, 233P. 
Ambos receptores pertenecen a la superfamilia de proteínas de siete dominios transmembrana y 
están acoplados a proteínas G, pero los mecanismos moleculares implicados en sus respuestas son 
diferentes (Fig 8). El ATB1B induce la liberación de calcio, la activación de algunas proteínas quinasas, factores 
de transcripción y producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Las diferentes respuestas a las que 
da lugar la activación de AT B1B ocurren a distintos tiempos. La fosforilación de fosfolipasa C (PLC) y la 
movilización de calcio ocurren en unos pocos segundos, siendo sucesos de señalización inmediata. Otros 
procesos de señalización temprana que ocurren en unos minutos son la activación de la fosfolipasa A B2 B 
(PLA B2B), fosfolipasa D (PLD), proteínas tirosina quinasas (PTK), MAPK y activación del factor nuclear κB 
(NF-κB). Sucesos de señalización tardía, que ocurren en horas, incluyen la generación de estrés 
oxidativo, la sobreexpresión de ARNm y la síntesis de proteínas. El receptor ATB2B estimula el sistema oxido 
nítrico/cGMP, la activación de factores de transcripción nuclear y la producción de ceramidas .  
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EL sistema renina-angiotensina y la aterosclerosis  
El bloqueo de las acciones de la angiotensina II (Ang II) usando los inhibidores del enzima de 
conversión de la angiotensina I (iECAs) y/o los antagonistas de los receptores de angiotensina (ARAs) 
son muy efectivos en el tratamiento de la hipertensión, la insuficiencia cardiaca congestiva y el daño renal 
progresivo P26, 224P. Ensayos clinicos recientes de los iECAs en individuos de alto riesgo para eventos 
cardiovasculares han demostrado una reducción significativa de las secuelas de la aterosclerosis, 
incluyendo muerte súbita, infarto de miocardio agudo y el ictus, en comparación con los tratamientos 
convencionales como los beta-bloqueantes y otros agentes antihipertensivos P1, 130, 131, 145, 266P. Los iECAs 
proporcionaron incluso protección a aquellos pacientes que no tenían hipertensión o disfucción del 
ventrículo izquierdo, lo que sugiere que los beneficios producidos por los antagonistas de Ang II no 
dependen de sus acciones antihipertensivas o hemodiámicas P130, 266P. Mientras que los estudios clinicos 
apoyan la hipótesis de que el bloqueo de Ang II disminuye los eventos cardiovasculares, no indican cual 
es el posible mecanismo implicado en los beneficios del antagonismo de Ang II o determinan si la Ang II 
modula la remodelación vascular, especialmente la acumulación de lípidos presente en la aterosclerosis. 
En la presente tesis trataremos de aportar más luz sobre los mecanismos utilizados por la Ang II para la 
inducción de fibrosis, con el fin de tratar de entender mejor estos procesos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudios publicados en los últimos años han demostrado que la Ang II afecta a los factores de  
 
 
 
 
 
FIGURA 7. Respuestas celulares y mecanismos moleculares activados por Ang II vía receptores AT B1B y AT B2. B  
 
INTRODUCCIÓN 
19 
Estudios publicados en los últimos años han demostrado que la Ang II afecta a los factores de 
riesgo conocidos para promover aterosclerosis así como afectando directamente a los procesos 
involucrados en la progresión y la estabilidad de la lesión. Incluso se ha sugerido la posibilidad de que la 
lesión aterosclerótica puede ser revertida usando antagonistas de Ang II. Por otro lado, el estudio 
Antihypertensive and Lipid-Lowering Treatment to Prevent Heart Attack Trial (ALLHAT), el cual es el 
estudio mas amplio del resultado del tratamiento de la hipertensión, puso en cuestion si el los iECAs 
confieren más protección que otros agentes antihipertensivos P2P. 
La actividad de la  Ang II en la aterosclerosis 
La actividad del SRA está incrementada en la aterosclerosis provocando un aumento en la 
producción local de la Ang II, amplificando la enfermedad P71, 211P. Diversas variantes geneticas dentro del 
sistema renina angiotensina modulan los niveles plasmaticos y tisulares de los componentes del sistema 
y han sido asociados a enfermedades cardiovasculares P28, 232P. La sinergia entre variables geneticas del 
sistema renina angiotensina no solo afectan a la severidad de las secuelas de la aterosclerosis (i.e: infarto 
de miocardio) sino que también modifica la progresión de la aterosclerosis P63, 263P. Sin embargo, la 
actividad reforzada de la Ang II no necesariamente tiene que ser prolongada. Incluso una actividad 
transitoriamente realzada inicia un proceso de daño P240P. 
La Ang II regula la expresión de las moléculas de adhesión 
Ang II causa la adhesión de monocitos, leucocitos y neutrófilos a las células endoteliales, CMLVs 
y células mesangiales, a través de la regulación de moléculas de adhesión, incluyendo selectinas (P-, E- 
y L-selectina), molécula  de adhesión de células vasculares 1 (VCAM-1), molécula de adhesión 
intercelular 1 (ICAM-1), y sus ligandos, las integrinas P6, 162, 229P (Fig 8).  
Por otra parte, la infusión de Ang II en la microcirculación mesentérica de rata, induce adhesión 
de leucocitos P114P. En CMLV, Ang II regula VCAM-1 e ICAM-1 vía AT1 y activación de  MAPK y de las rutas 
redox, independientemente de la presión sanguínea P229P.  
En diferentes modelos experimentales de hipertensión como las ratas espontáneamente 
hipertensas (SHR), las ratas transgénicas para renina y angiotensinógeno y en diabetes inducida por 
estreptozotocina, el aumento en la expresión de moléculas de adhesión disminuyó con los bloqueantes 
del SRA P229P. En humanos con hipertensión, diabetes y otras enfermedades cardiovasculares, los 
inhibidores de la ECA disminuyen los niveles de expresión de las moléculas de adhesión en suero, en 
células circulantes y endoteliales P62, 89, 191, 210P. Sin embargo, el efecto de los antagonistas AT1 es aún 
polémico. En pacientes hipertensos la inhibición de la ECA, pero no el bloqueo de AT1, disminuye los 
niveles en plasma de las moléculas de adhesión (E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1) P100P. En pacientes sanos 
de avanzada edad, los antagonistas AT1 reducen los niveles circulantes de VCAM-1, pero no de E-
Selectina P184P. En nefropatía diabética, el bloqueo de Ang II disminuye las moléculas de adhesión en 
plasma P8P. En diabetes tipo II, el bloqueo de los receptores AT1 disminuye VCAM-1 soluble mientras que 
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no se han encontrado efectos en ICAM-1, el cuál sí fue disminuido por inhibición de la ECA P62P. Estudios in 
vitro demostraron que solo el inhibidor de la ECA enalapril, pero no el antagonista AT1 Losartán, 
disminuye la adherencia de leucocitos, la expresión de moléculas de adhesión y el daño celular después 
de reperfusion-isquémica P73P. Solamente la combinación de ambos antagonistas AT1 y AT2 bloquearon la 
migración de leucocitos estimulada por Ang II y la regulación de P-Selectina en ratas P182P. Estos datos 
sugieren que estudios futuros en humanos son necesarios para determinar el subtipo de receptor 
implicado en los primeros pasos de la respuesta inflamatoria (Fig 8).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El factor de transformador del crecimiento, TGF-β  
La familia del factor transformador del crecimiento (TGF-β) esta formada por más de 40 
miembros entre los que se encuentran TGF-β, activinas, inhibinas, factores de diferenciación de 
crecimiento y las proteínas de la morfogénesis del hueso (BMP). Todos los miembros de la familia 
comparten secuencia y dominios estructurales. Son reguladores mutifuncionales de la división celular, 
diferenciación migración, adhesión, organización y muerte; además promueven la producción de MEC la 
homeostasis y la embriogénesis P99, 147, 160P.  
Entre todas las proteínas anteriormente mencionadas, el TGF-β tiene un papel crucial en la 
homeostasis tisular y el bloqueo de la ruta del TGF-β se ha correlacionado con muchas enfermedades 
humanas, incluyendo cáncer, enfermedades autoinmunes, fibróticas y cardiovasculares.  
 
FIGURA 6. Ang II participa en la respuesta inflamatoria. Ang II activa células residentes y circulantes 
para producir mediadores proinflamatorios a través de la activación de algunos sistemas de señalización 
intracelular.
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Se han descrito tres isoformas diferentes del TGF-β:TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3. TGF-β1 es la 
más importante para el sistema cardiovascular y esta presente en CE, CMLV, miofibroblastos, 
macrófagos y otras células hematopóyeticas P9P. La síntesis de TGF-β es un proceso complejo (Fig 9). 
TGF-β se sintetiza como una proteína inactiva, llamada TGF-β latente. Consiste en una región principal y 
un péptido asociado a la latencia (LAP). Este péptido interacciona con las proteínas de unión al TGF-β 
latente (LTBP) anclándolo a la MEC. El TGF-β se activa por corte proteolítico, trombospondina-1 (TSP-1), 
plasmina, microambientes ácidos, metaloproteinasas y β6-integrina P9, 64, 116P. Diversos factores implicados 
en el daño cardiovascular regulan la síntesis y activación del TGF-β (figure 2). En las CMLV la Ang II 
estimula la expresión de ARN mensajero y su conversión biológica a la forma activa P250P. Estudios In Vitro 
han mostrado que la Ang II, a través rutas dependientes de PKC y p38-MAPK, activa la unión de 
proteínas nucleares al sitio de unión de AP-1 en el promotor de TGF-β1 estimulando su actividad 
transcripcional P164P. En CMLV, la MMP-2 potencia al TGF-β activo. Durante el daño vascular dentro de la 
pared aórtica aumenta la expresión tanto del TGF-β como de  sus receptores y su señalización P248P. En 
células mesangiales la LDL oxidada aumenta TGF-β e induce la trascripción del PAI-1 a través de la ruta 
de señalización de Smad P226P.  Algunos de estos factores incrementan la concentración de TGF-β1 por 
mecanismos adicionales. La Ang II y la ET-1 estimulan TSP-1, la que a su vez lleva a un aumento de la 
liberación del TGF-β1 activo del complejo latente inactivo P116P (Fig 9).  
 
Los receptores del TGF-β   
Se han descrito dos importantes receptores de TGF-β: el receptor de TGF-β tipo I (TRI) y el de 
tipo II (TRII). Ambos son receptores transmembrana con actividad serina-treonina quinasa. El TGF-β se 
une al TRII induciendo un cambio conformacional, que le permite dimerizar con TRI e inducir su  
fosforilación, formando un complejo activo que transmite la señalización al interior celular P99, 147, 160, 187P.  
El TRI también se conoce como quinasa similar a la activina (ALK). Se han descrito siete ALKs 
en mamíferos P187P. Las ALKs se han implicado en diferentes desórdenes, incluyendo tumorogénesis, 
telangiectasia hemorrágica (HHT), enfermedades inmunes y renales, y disfunciones esqueléticas, lo que 
sugiere que estos receptores se pueden usar como dianas terapéuticas P69P. Las principales ALKs 
expresadas en el sistema vascular son las ALK1 y ALK5 y difieren en la ruta de señalización que utilizan. 
La ALK1 activa la de Smad1/5, mientras que la ALK5 activa la de Smad2/3. Las CE responden de manera 
opuesta al TGF-β, dependiendo de la ALK que utilicen, regulando la proliferación y la migración de las CE 
durante la angiogénesis. La ALK1, vía la ruta de Smad1/5, estimula la proliferación y la migración de las 
CE. Mientras que la ALK5 vía la ruta de Smad2/3 inhibe estos procesos P118P.. Los estudios en los que se 
usan los ratones deficientes en ALK1 y ALK5 revelan funciones distintas en el desarrollo vascular. Los 
embriones deficientes en la ALK1 presentan lúmenes vasculares severamente dilatados, mientras que los 
deficientes en la ALK5 muestran un defecto en la formación de las monocapas de CMLV P219P. En los vasos 
sanguíneos, la ALK1 se expresa sobre todo en el endotelio arterial y la ALK5 se localiza en las capas 
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media y adventicia de los vasos sanguíneos pero es indetectable en la capa intima. En las células 
vasculares, incluyendo CE y CMLV, el receptor más abundante es el ALK5, siendo la ruta mas 
comúnmente utilizada la de ALK5/Smad2/3. En un estudio reciente se ha observado que la inducción de 
ET-1 por TGF-β en EC es dependiente únicamente de la activación de ALK5, a través de las proteínas 
Smad3, indicando que las acciones antiangiogénicas del TGF-β en estas células están mediadas por 
ALK5P30P. La investigación exhaustiva en el campo del TGF-β en los últimos años ha proporcionado 
información importante sobre la complejidad de las rutas de señalización del TGF-β que llevan a muy 
diferentes respuestas, como describieron Massagué y colaboradores en una excelente revisión P147P. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El TGF-β en la patología vascular. 
El TGF-β participa en la patogénesis de muchas enfermedades cardiovasculares, como 
hipertensión, restenosis, aterosclerosis, hipertrofia cardiaca, e insuficiencia cardiaca (Fig 10). El TGF-β 
presenta efectos pleiotrópicos en células vasculares. Este factor de crecimiento puede regular tanto 
positiva como negativamente procesos implicados en proliferación celular, apoptosis, diferenciación y 
migración. En CMLV en cultivo, el TGF-β tiene un efecto dual en el crecimiento celular. En 
concentraciones bajas (<0.1 ng/ml), el TGF-β induce proliferación celular, mientras que en 
concentraciones altas inhibe la proliferación probablemente por la modulación de los niveles de los 
FIGURA 9. Regulación del TGF-β: esquema de la regulación del TGF-β desde su transcripción 
hasta la unión a sus receptores. 
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receptores PDGF-A y PDGF-B P17P. La complejidad de los efectos del TGF-β  en el control del crecimiento 
aumenta cuando se combina con otros factores de crecimiento (i.e.: Ang II) P17P. 
La regulación de la diferenciación y el crecimiento celular de las CMLV es un proceso crítico para 
prevenir la proliferación asociada al daño vascular. En condiciones normales, las CMLV de la pared 
arterial presentan un fenotipo contráctil. Sin embargo, las CMLV conservan su habilidad para 
rediferenciarse a un fenotipo proliferativo, el cual está implicado en algunas enfermedades vasculares, 
tales como aterosclerosis y restenosis. Un aumento del TGF-β en la pared arterial se ha asociado a la 
formación de neointima P268P. En modelos experimentales, el bloqueo de TGF-β previene la formación de 
neointima en el remodelado restringido asociado a la angioplastia P204P.  
Otras importantes características del TGF-β son sus propiedades antiinflamatorias y 
profibróticas. En la aterosclerosis, el TGF-β se ha considerado una citoquina protectora P70P, ya que 
desarrolla un papel importante en el mantenimiento de la estructura normal de vaso y controla el balance 
entre la inflamación y la acumulación de MEC. La pérdida es este efecto protector, atribuido a cambios en 
los perfiles de los receptores de TGF-β y a modulaciones locales de los niveles del TGF-β, contribuye al 
desarrollo de la placa aterosclerótica. Los estudios realizados por Graiger y colaboradores apoyan esta 
hipótesis P70P. En la pared de los vasos normales, el receptor de tipo II es el más abundante. El TGF-β a 
través de este receptor aumenta la expresión de proteínas contráctiles, pero no la producción de 
proteínas de la MEC. En los vasos enfermos, el receptor de tipo I esta sobreexpresado, por lo que el 
TGF-β estimula la producción de MEC, y puede promover la producción de la lesión temprana P70P. En 
modelos experimentales la ausencia de la señalización TGF-β1 promueve el desarrollo de las lesiones 
ateroscleróticas y de las placas inestables. El TGF-β presenta propiedades protectoras que se atribuyen a 
sus efectos en la inmunomodulación de las células más importantes para la formación de la lesión, 
incluyendo CE, CMLV, macrófagos y células T. Finalmente, el TGF-β puede estimular a las CMLV para 
producir colágeno, y por lo tanto contribuir a la estabilización de la placa. La hipertensión causa cambios 
estructurales en las arterias incluyendo hipertrofia de las CMLV, acumulación de colágeno y fibronectina, 
y destrucción de las fibras elásticas. La sobreproducción de MEC se ha atribuido a los cambios 
hemodinámicos asociados al estrés mecánico así como a los factores de crecimiento como el TGF-ß. 
Evidencias recientes muestran que los ratones deficientes en Emilina1 (un inhibidor de la formación de 
TGF-β activo) tienen incrementada la presión arterial, la resistencia de la vasculatura periférica, y 
reducido el tamaño de los vasos indicando un papel potencial del TGF-β en la hipertensión P267P.   
 
El TGF- ß y la fibrosis vascular. 
 El TGF-β se ha considerado como uno de los más importantes reguladores de la MEC P116P. En 
las CMLV, CE y fibroblastos, el TGF-β1 aumenta la síntesis de proteínas de la MEC, como fibronectina, 
colágenos y PAI-1, incluso a concentraciones bajas P116, 167P. El TGF-β induce la expresión de la forma ED-
A de la fibronectina, la cual es necesaria para la producción de la actina de músculo liso (α-SMA), y la 
expresión del colágeno de tipo I P116P. El PAI-1 es un inhibidor de proteasas de la clase serpin importante en 
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la remodelación tisular, debido a la restricción de la trombosis, inflamación y la regulación de la MEC. El 
TGF-β reduce la producción de colagenasas y estimula la expesión del inhibidor de las metaloproteinasas 
de tejido (TIMP), obteniendo como resultado la inhibición de la degradación de la MEC, lo que deriva en 
una excesiva acumulación de matriz P116, 241P. Los mecanismos implicados en la fibrosis vascular mediada 
por el TGF-β son complejos e incluyen la activación de las proteínas Smad, proteínas quinasas, e 
interacción entre diferentes rutas de señalización. Por otro lado, el TGF-β actúa como un mediador de la 
fibrosis vascular inducida por diversos factores implicados en las enfermedades cardiovasculares, como 
son el estrés mecánico, la Ang II, las altas concentraciones de glucosa y los productos terminales de 
glicación avanzada (AGEs) P122, 123, 202P. Por ahora no hay una terapia efectiva de las enfermedades 
fibróticas. El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la acumulación de MEC puede 
contribuir a una mejor comprensión de este proceso patológico y mejorar las terapias empleadas en la 
actualidad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 10. El TGF-β en la patología vascular.  El TGF-β participa en las distintas respuestas 
implicadas en el daño vascular. 
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La señalización por las proteínas Smad. 
Tras su activación, el TGF-β transmite su señal a través de la membrana mediante su unión a 
dos receptores  (el TRI y el TRII) P104, 268P. El TGF-β se une al TRII, activa la quinasa del TRI, el cual a su 
vez fosforila las Smad reguladas por receptor (R-Smads), Smad2 y Smad3 en la serina C-terminal. Las R-
Smad se disocian del complejo receptor para formar un complejo heterotrimérico con Smad4. Estos 
complejos se traslocan al núcleo y funcionan como reguladores transcripcionales de genes diana. La 
unidad inhibitoria Smad7 se une al receptor de tipo I activo, impidiendo la fosforilación de Smad2/3. 
También recluta las ligasas Smurf1 y Smurf2 para inducir la degradación proteosomal de los complejos 
del receptor P104, 268P (Fig 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 11. Sñalización por TGF-β/Smad en CMLV. Esquema de la señalización desencadenada por 
TGF-β en CMLV donde la isoforma mayoritaria del TRI es la ALk5. 
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OBJETIVOS  
 
El objetivo de esta tesis fue estudiar los mecanismos implicados en la fibrosis vascular y  su 
modulación farmacológica centrándonos en la regulación del el factor de crecimiento del tejido conectivo 
(CTGF) como nuevo mediador de la fibrosis vascular. El conocimiento de la regulación de este factor 
puede aportar ideas para el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de las enfermedades 
vasculares.  
Para ello nos planteamos los siguientes objetivos: 
1. Estudiar si la Endotelina-1 (ET-1) regula CTGF en las células de músculo liso vascular 
(CMLV), y su papel potencial en la fibrosis, evaluando el subtipo del receptor (ETBA B o ET B B) 
implicado así como los mecanismos intracelulares implicados en este proceso. 
2. Determinar si existe una interacción entre la ET-1, la Angiotensina II (Ang II) y el factor 
transformador del crecimiento (TGF-β). 
3. Profundizar en la relación entre Ang II y TGF-β, estudiando la ruta de las Smad. 
4. Analizar la modulación farmacológica de estos procesos. Para ello utilizamos los 
inhibidores de la reductasa de la HMG-CoA por ser fármacos con efectos beneficiosos 
en el tratamiento de las enfermedades vasculares. 
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MÉTODOS Y RESULTADOS 
 
La Endotelina-1 aumenta CTGF, vía receptores ET BA B, en células de músculo 
liso vascular. 
En esta parte de la tesis desarrollamos el objetivo 1 y 2 planteado con anterioridad. Para ello se 
ha realizado el siguiente trabajo de investigación.   
La ET-1 se une a receptores con siete dominios transmembrana asociados a proteínas G. Se 
han clonado cinco receptores distintos de ET. En mamíferos se expresan los receptores ET BA B y ET B B y en 
ratas se ha descrito un receptor dual de angiotensinaII (AngII)/ET-1 P10, 129, 197, 206, 207P. ET-1, principalmente 
vía ET BA B, promueve vasoconstricción, crecimiento celular, adhesión celular, fibrosis y trombosis. El papel 
de los receptores ET B B es todavía controvertido. Se ha descrito que aquellos expresados en las células 
endoteliales también produce vasodilatación, liberación de NO, y previene de la apoptosis, y podría 
oponerse a las acciones del receptor ET BA B P133, 185P. De hecho, en condiciones patológicas se ha observado 
en CMLV activación de ET B B, con una función similar a la de ET BA B, con lo que  podría amplificar las 
respuestas inducidas por ET-1 P81P.  
El factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) es una proteína secretable rica en cisteínas que 
regula proliferación/apoptosis celular, angiogénesis, migración, adhesión y fibrosis P115P. CTGF se induce 
fuertemente por estrés mecánico o presión estática P87, 265P, y por varios factores implicados en el daño vascular, 
incluyendo concentraciones elevadas de glucosa, TGF-ß, Ang II y VEGF, pero no por otros factores como el 
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y PDGF, y se inhibe por cAMP y TNF-α P115, 203P. Sin embargo no 
existen estudios que analizen la posible regulación de CTGF por ET-1. En CMLV, CTGF regula 
proliferación/apoptosis celular, migración, síntesis de MEC P52, 115P, y media en los efectos profibróticos de Ang II 
P
203
P. Algunos datos sugieren que CTGF y TGF-ß colaboran de forma sinérgica para promover fibrosis crónica. 
En ratones, la co-inyección subcutánea de CTGF y TGF-ß acaba en una fibrosis sostenida y persistente P158P,  y 
CTGF actúa como mediador de la apoptosis y la fibrosis inducida por TGF-ß P115P. La acumulación de MEC es 
uno de las características de las enfermedades cardiovasculares. El conocimiento de los mecanismos 
moleculares implicados en este proceso sería muy útil en el tratamiento de estas enfermedades. La 
sobreexpresión de CTGF se ha descrito en lesiones ateroscleróticas humanas, infarto de miocardio, en los 
corazones de ratas hipertensas y en las aortas de ratas infundidas con Ang II asociadas a acumulación de 
MEC P31, 56, 174, 203P. En esta tesis hemos investigado si la ET-1 podía regular CTGF en CMLV y su papel 
potencial en la fibrosis, evaluando el subtipo del receptor implicado (ETBAB y ETB B) así como los mecanismos 
intracelulares implicados en este proceso, evaluando la posible relación entre los principales factores que lo 
regulan como son Ang II y TGF-β. 
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La Ang II activa la ruta de señalización de las Smad mediante un mecanismo 
independiente de TGF-β, en células de músculo liso vascular. 
En esta parte de la tesis desarrollamos el objetivo 3. Para ello se ha realizado el siguiente estudio. 
La fibrosis vascular es una de las principales características de las enfermedades cardiovasculares, incluida la 
hipertensión P234P. Las proteínas Smad son componentes esenciales de la ruta de señalización intracelular del 
TGF-β, y participan en la fibrosis inducida por TGF-β P231P. El TGF-β es uno de los principales factores que 
regulan la fibrosis vascular. Concretamente inducen la acumulación de proteínas de la MEC, como la 
fibronectina (FN), el colágeno tipo I y el inhibidor del activador de plasminogeno-1 (PAI-1) en CMLV. Por lo 
tanto, juega un papel fundamental en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares P169P.  
La Angiotensina II (AngII) regula el crecimiento celular, la inflamación y la fibrosis, contribuyendo a la 
progresión del daño vascular P202, 234P. Se ha descrito la relación entre la AngII y el TGF-β. En diferentes 
situaciones patológicas y tipos celulares. La AngII regula la expresión de TGF-β, el cual a su vez puede 
modular algunas respuestas de la AngII P21, 202, 234P. Los inhibidores de la enzima conversora de angiotensina y 
los antagonistas del receptor AT1 disminuyen la expresión tisular del TGF-β y la fibrosis, y el bloqueo del 
TGF-β disminuye la producción de MEC inducida por la AngII P21, 202, 234P. La AngII y el TGF-β comparten 
algunos mecanismos intracelulares implicados en la fibrosis, como son la activación de proteínas quinasas y 
la producción de factores de crecimiento P21, 202, 203, 234, 241P. El bloqueo del receptor AT1 disminuye la activación 
de la ruta de las Smad en un modelo en ratas sometidas a infarto de miocardio y en modelos experimentales 
de daño renal P78, 247P. Sin embargo no existen estudios que investiguen el papel de la AngII en la activación de 
la vía de las Smad en CMLV ni su posible papel en la fibrosis vascular. 
El factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) es un potente factor profibrótico. En CMLV, el 
TGF-β y la AngII aumentan la expresión génica y la producción del CTGF y proteínas de la MEC, como FN y 
colágenos P202, 241P y  se ha sido descrito que el CTGF es un mediador de la fibrosis inducida por el TGF-β y la 
AngII P44, 181, 203P. Estudios recientes han demostrado que las Smad están implicadas en la regulación génica 
mediada por TGF-β P90, 95P. En esta tesis hemos investigado si la ruta de señalización de Smad participa en la 
regulación de la fibrosis vascular inducida por la AngII, evaluando su efecto sobre la modulación del CTGF y 
las proteínas de la MEC. 
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El TGF-β es mediador de las acciones de las estatinas sobre las células de 
músculo liso vascular. 
En esta parte de la tesis desarrollamos el objetivo 4. Para ello se ha realizado el siguiente estudio.  
El papel del TGF-β en la patogénesis de la aterosclerosis no se ha definido completamente. Se la ha 
supuesto un papel proaterogénico por su capacidad de promover fibrosisP116, 201P y regeneración de la 
neoíntima, como se ha demostrado en modelos experimentales de daño por balón en ratasP204, 225P. Datos 
recientes sugieren una función protectora en la aterosclerosisP70P. Estudios realizados en modelos 
experimentales de aterosclerosis en ratones han mostrado que el bloqueo del TGF-β acelera la formación de 
la placa y su progresión hacia un fenotipo inestableP134, 141, 188P. El TGF-β tiene propiedades antiinflamatorias 
protectoras debidas a su efectos inmunomoduladores en células importantes en la aterosclerosis, incluyendo 
CE, CMLV, macrófagos y células TP70, 188P. El TGF-β tiene efectos pleiotrópicos en las células cardiovasculares, 
regulando tanto positive como negativamente sistemas implicados en la proliferación celular, apoptosis, 
diferenciación y migración. En CMLV en cultivo el TGF-β tiene un efecto dual en el crecimiento celularP201, 208P y 
aumenta la producción de colágeno y mediadores profibróticos, como CTGFP201P. El TGF-β regula el equilibrio 
entre inflamación y acumulación de MEC, siendo un factor principal para el mantenimiento de la estabilidad de 
la placa aterosclerótica en humanosP134P.  Todos estos datos demuestran la complejidad de la función del TGF-
β en la pared vascular. 
Los inhibidores de la reductasa de 3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima-A (HMG-CoA), también 
conocidos como estatinas, se han descrito ampliamente como farmacos muy útiles en aterosclerosisP49, 170P. 
Inicialmente fueron empleados en la aterosclerosis por sus efectos en la reducción de los niveles de 
colesterol. Sin embargo, han surgido numerosos efectos beneficiosos independientes de la reducción del 
colesterol que se han denominado “efectos pleiotropicos”P49P. En concreto de sabe que inhiben las respuestas 
celulares activadas por Ang II como las rutas de RhoA/quinasa de Rho y las MAPKs. Sin embargo, en un 
estudio previo de nuestro grupo observamos que las estatinas no eran capaces de modificar la activación de 
las Smad dependiente de Ang II  (en prensa en “hypertension”). Por lo que uno de los objetivos de esta tesis 
fue determinar si las estatinas regulaban la ruta de las Smad inducida por TGF-β ya que esta es la ruta 
principal epleada por este factor. 
Se ha sugerido una interacción entre las estatinas y el TGF-β. La inhibición de la HMG-CoA reductasa 
aumento los niveles circulantes de TGF-β y la síntesis de TGF-β en monocitosP183P. En cardiomiocitos, las 
estatinas aumentaron la expresión del TRIIP178P, pero no hay ningún dato en células vasculares. En esta tesis 
hemos explorado los mecanismos implicados en esta relación y si los efectos beneficiosos podrían deberse a 
la modulación de la ruta TGF-β/Smad. 
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Abstract:  
 
The 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors (or statins), exert proven 
beneficial effects on atherosclerosis. We have found that in vascular smooth muscle cells (VSMC) statins 
increased the activation of Smad pathway by transforming growth factor-β (TGF-β). In addition, in VSMC 
statins also induced TGF-β synthesis and TRII upregulation, leading to an increase in TGF-β-dependent 
actions. Statins make VSMCs more susceptible to TGF-β induced apoptosis, and increase TGF-β dependent 
ECM upregulation. Our data describe a close relationship between statins and TGF-β in different aspects of 
the atherosclerotic process, and suggests that the beneficial effects of statins could be mediated by 
modulation of the TGF-β/Smad pathway. 
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INTRODUCTION  
 
 
The role of transforming growth factor-β (TGF-β) in the pathogenesis of atherosclerosis has not 
been completely defined. A pro-atherogenic role was suspected because of its ability to promote fibrosis P1, 
2
P, and neointima formation, as shown in experimental models of balloon-injury in rats P3, 4P. Recent data 
suggest a protective role for TGF-β in atherosclerosis P5P. Studies in experimental models of atherosclerosis 
in mice have shown that TGF-β blockade accelerates plaque formation and its progression toward an 
unstable phenotype P6-8P. TGF-β has protective anti-inflammatory properties due to its immunomodulating 
effects on cells important in atherosclerosis, including endothelial cells, vascular smooth muscle cells 
(VSMC), macrophages, and T cells P5, 8P. TGF-β exerts pleiotropic effects on cardiovascular cells, regulating in 
a positive or negative way systems involved in cell proliferation, apoptosis, differentiation and migration. In 
cultured VSMC, TGF-β has a dual effect on cell growth P1, 9P, and increases the production of collagen and 
profibrotic mediators, such as connective tissue growth factor (CTGF) P1P. TGF-β regulates the balance 
between inflammation and extracellular matrix (ECM) accumulation, being a key player for the maintenance 
of plaque stability in humans P7P.  These data show the complexity of the role of TGF-β in the vessel wall. 
TGF-β acts through its binding to specific receptors P1, 10P. TGF-β receptor type I (TRI), also named 
activin like kinase (ALK), and TGF-β receptor type II (TRII), which are serine/threonine kinases. TRII recruits 
TGF-β enabling dimerization with TRI which transmits TGF-β signaling into the cell P1, 10P. VSMC had 
different TGF-β receptor expression profiles in atherosclerotic lesions compared with normal vessel wall P11P. In 
normal vessels, TRII is the most abundant. TGF-β through this receptor increases contractile protein 
expression. In diseased vessels, cells dominantly expressed TRI, and then TGF-β could promote early fatty-
streak lesion formation P11P. TGF-β predominantly transmits the signals through cytoplasmic proteins called 
Smads which act as transcription factors P1P. In VSMC, TGF-β1, via ALK5, increases phosphorylation of 
Smad2 and Smad3, which bind to Smad4. This complex translocates into the nucleus where it interacts 
with various transcription factors regulating the expression of TGF-β-responsive genes. 
The 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reductase inhibitors, also known as statins, have been 
largely reported as very useful drugs in atherosclerosis P12, 13P. They were initially used to treat 
atherosclerosis because of their effects on cholesterol lowering. Nevertheless, multiple pleiotropic 
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beneficial effects have been observed P13P. However, there are no data about the effect of statins on Smad 
pathway regulation. An interaction between statins and TGF-β has been suggested. HMG-CoA reductase 
inhibition increases TGF-β circulating levels and TGF-β synthesis in monocytes P14P. In cardiomyocytes, 
statins increase TRII expression P15P, but there is no data in vascular cells. In this work we have investigated 
the mechanisms underlying the interaction between statins and TGF-β and whether the beneficial effects 
of statins in atherosclerosis are due to the modulation of the TGF-β/Smad pathway.  
 
TMETHODS 
Materials 
Cell culture reagents (GIBCO), Simvastatin, FTI-277, GGTI-286, TRI (Calbiochem), FTS (alexix), 
Atorvastatin (Pfizer), Y-27632 (TOCRIS Cookson Ltd, Bristol, UK), C3 exoezime, Fpp, Ggpp Mevalonate 
(Sigma-Aldrich) and TGF-β (peprotech) were used. 
Animals  
 
VSMCs from Spragle-Dawley rat thoracic aorta were obtained as previously described P16P. 
TProtein studies  
For in vivo studies, paraffin-embedded sections of mice aorta were studied by 
immunohistochemistry P17P.  
Western blot Antibodies employed were: pSmad2 (Cell signaling,), pSmad3 kindly donated by Dr. 
Leof, Mayo clinic, Baltimore, CTGF (Torrey Pines Biolabs, San Diego, CA), TGF-β (R&D), PAI-1 and TRII 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,P PCA), and peroxidase-conjugated secondary antibodies 
(Amersham). Negative controls without the primary antibody, or using an unrelated antibody, were included to 
check for nonspecific staining. For In Vitro studies, cells were fixed in merckofix (Merck). TGF-β-free serum 
(TFS) was obtained by immunoprecipitation. Briefly, decomplemented FBS was incubated with 1µg/ml 
TGF-β antibody for 1h at 37ºC, then TGF-β was removed by immunocomplex precipitation. TGF-β depletion 
was determined by ELISA (TGF-β1 immunoassay kit from R&D). 
 
Transfection, DNA Constructs and promoter studies 
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VSMCs, in 6 well-plate, were transient transfected P Pwith FuGENE (Roche MolecularP PBiochemicals) 
and the reporter expression vectors. Smad-dependent promoter activation was evaluated by transfection of 
1µg Smad/luc (kindly donated by Dr. Volgestein, Baltimore P11P) and 0.5µg TK-renilla as internal control 
(Clontech). After a 24-h serum starvation step, cells were stimulated for 24 h and assayed for 
luciferase/renilla. To block Smad pathway activation cells were transfected with PcDNA3-FLAG-Smad7 
expression vector kindly donated by Dr. Massagué, Memorial Sloan-Kettrin Cancer Center, New York, USA.  
To inhibit RhoA cells were transfected with GFPc1-N19-RhoA which encodes a dominant negative of RhoA 
fused to GFP, kindly donated by Dr. del Pozo, C.N.I.C, Madrid, Spain. 
 
Cell death and apoptosis 
 
For quantification of cell death, cells were seeded in 12-well plates. At defined time points, the 
cells were harvested by pooling non-adherent cells with adherent cells, which were detached by gentle 
trypsinization. Apoptosis was quantified by flow cytometry assessment of DNA content of 10.000 cells. 
Pooled attached and detached cells were resuspended in a cell permeabilization buffer containing: 100 
µg/mL propidium iodide, 10 µg/mL RNAse A, 0.05% NP-40 in PBS; incubated at 4°C for 1 h; and 
analyzed on the Cell Quest software. By permeabilizing the cells propidium iodide was allowed access to 
both dead and live cells. The absolute number of cells with decreased DNA staining, comprising apoptotic 
cells with fragmented nuclei, was counted. 
To assess the typical nuclear changes seen in apoptosis, cells were fixed and stained with 
propidium iodide. After fixation propidium iodide stains both live and dead cells (more intense). Samples P 
Pwere mounted in Mowiol 40-88 (Sigma) and examined by a laser scanning confocal microscope (Leika).  
 
Statistical analysis 
 The autoradiographs were scanned using the GS-800 Calibrated Densitometer (Quantity One, 
Bio-Rad, Spain). Immunohistochemistry was analized by Imagepro-plus, Media Cybernetics; Inc. 
Significance was established with SPSS 11.0 software using Tukey, LSD and Bonferroni tests. Differences 
were considered significant when p<0.05. 
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TRESULTS 
 
Statins enhances Smad pathway signaling in cultured VSMC 
 
VSMC were preincubated with Simvastatin (SV) or Atorvastatin (ATV) for 48 hours, before 
stimulation with TGF-β for 20 min, time necessary to observe TGF-β-induced Smad phosphorylation P1P. 
Both statins significantly increased, in a dose-dependent manner, TGF-β-induced Smad2 and Smad3 
phosphorylation (Figure 1A). Smad transcriptional activity in response to TGF-β was higher in SV 
pretreated cells compare to untreated ones (Figure 1B). These results show that statins can strengthen 
TGF-β/Smad pathway signaling. 
RhoA/ROCK pathway mediates statin-dependent enhancement of Smad activation  
The cellular action of statins can be explained by the inhibition of isoprenoid intermediates of the 
cholesterol biosynthetic pathway, such as farnesylpyrophosphate (FPP) and geranylgeranylpyrophosphate 
(GGPP) P18P, which regulate posttranslational modifications of several proteins, including the small G 
proteins. Several groups, including ours, have demonstrated that in VSMC statins inhibit Ras and Rho 
activation P18P P19P.  
 
Incubation with L-mevalonate, the direct HMG-CoAP Preductase metabolite, significantly decreased the effect 
of statins on TGF-β-induced Smad transcriptional activation, showing the involvement of the direct 
inhibition of this enzyme (Fig 1B). VSMC were pretreated with either FPP or GGPP, to evaluate if the 
protein involved was farnesylated or geranylgeranylated. Only GGPP markedly diminished statin-induced 
Smad enhancement (Fig 1B), suggesting that geranylgeranylatedP Pproteins participate in Smad regulation. 
One of the geranylgeranylated proteins is RhoA. To asses whether RhoA inhibition was responsible of the 
observed effect, VSMC were pretreated for 48 hours with the bacterial toxin C3 exoenzyme from 
Clostridium botulinum which inhibits Rho GTPase activity and completely P PADP-ribosylates Rho P20P. C3 
pretreatment increased Smad3 phosphorylation induced by TGF-β (Figure 1C). ROCK is a downstream 
RhoA mediator. Pretreatment with the ROCK inhibitor Y-27632 enhanced Smad-dependent transcription 
and Smad3 phosphorylation caused by TGF-β (Figure 1B and C). These data indicate that RhoA/ROCK 
inhibition increased TGF-β mediate Smad activation and mimicks the effects of statins.  
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FIGURE 1: HMG-CoA reductase inhibition enhances TGF-β/Smad pathway in VSMCs. Growth arrested VSMCs were incubated for 48h with several 
concentrations (10P-4P to 10P-7P mol/L) of Simvastatin (SV) or Atorvastatin (ATV). Then, TGF-β (1 ng/mL) was added in fresh medium and phosphorylation of Smad2/3 
was determined after 20 min of incubation. Figure A shows in the lower panel a representative western blot of p-Smad2, p-Smad3, or tubulin. The upper panel 
represents data of relative protein levels of p-Smad2 (white bars) and p-Smad3 (black bars), expressed as mean±SEM of 4 experiment. B. VSMCs, grown in serum-
free medium, were transfected with a Smad-luc reporter vector for 24h. Then, cells were treated for 24h with Simvastatin (SV) or Y-27632. After that, TGF-β (1 ng/mL) 
was added in fresh medium and Smad-dependent transcription was measured after 24h of incubation. Some cells were pretreated for 1h with 5µg/mL FPP or GGPP 
or 10P-4P mol/L mevalonate (Mev) before Simvastatin treatment. Luciferase activity is expressed as mean±SEM of 4 experiments. * vs. control. # vs. TGF-β. C and D 
RhoA/ROCK inhibition increased  TGF-β/Smad pathway. Growth arrested VSMCs were incubated for 48h with Y-27632 (10P-5P mol/L) or C3 exoenzyme (10µg/mL), 
before stimulation with TGF-β for 20 min. Figure C Representative western blot and protein levels expressed as mean±SEM of 4 experiments. Figure D VSMCs, grown 
in serum-free medium, were transfected with a Smad-luc reporter vector for 24h. Then, cells were treated for 24h with Y-27632. After that, TGF-β (1 ng/mL) was added 
in fresh medium and Smad-dependent transcription was measured after 24h of incubation. Luciferase activity is expressed as mean±SEM of 4 experiments. *p<0.05 
vs. control; ¥ p<0.05 vs. TGF-β; # p<0.05 vs. SV10P-4P Mol/L 
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Statins increase TGF-β receptor type II (TRII) and TGF-β expression in cultured vascular smooth muscle 
cells 
 
Incubation with SV or ATV for 48h significantly increased, in a dose-dependent manner, TRII 
protein expression and TGF-β secretion (figure 2). We investigated the role of RhoA/ROCK pathway in 
these processes. The upregulation of TRII and TGF-β caused by statins was reversed by pre-treatment 
with either mevalonate or GGPP, but not with FPP (Figure 2A and B). Incubation for 48h with 
geranylgeranyl transferase inhibitor GGTI-286, but not with farnesyl transferase inhibitor FTI-277,  increased 
TRII protein levels, mimicking the effects of statins (Figure 2C). Inhibition of RhoA and ROCK, by C3 and 
Y-27632, respectively, increased the expression of TRII and TGF-β release (Figure 2C and D). These data 
show that in VSMCs statins, via RhoA/ROCK pathway, increased TRII expression and TGF-β synthesis.  
 
FIGURE 2: Statins upregulates TGF-β receptor 
type II (TRII) (A) and TGF-β synthesis in VSMCs 
(B). Growth arrested VSMCs were incubated for 48h 
with several concentrations (10P-4P to 10P-7P mol/L) of 
Simvastatin (SV) or Atorvastatin (ATV). Some cells 
were pretreated for 1h with 5µg/mL FPP or GGPP 
or 10P-4P mol/L mevalonate (MEV) before statin 
treatment. RhoA/ROCK inhibition increases TRII 
(C) and TGF-β synthesis (D). Growth arrested 
VSMCs were incubated for 48h with FTI-277 or 
GGTI-286(10P-5P Mol/L), Y-27632 (10P-5P to 10P-7P mol/L) 
or C3 exoenzyme (10µg/mL). Figures A and C 
show in the lower panel representative western blot 
of TRII expression and in the upper panel relative 
TRII protein levels expressed as mean±SEM of 4 
experiments. Figures B and D show TGF-β content 
measured in conditioned media by ELISA. Data are 
expressed as mean±SEM of n-fold of increase vs 
unstimulated cells from 4 experiments. *p<0.05 vs. 
control; # p<0.05 vs. SV10P-4P Mol/L 
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TGF-β mediates the cell death induced by statins 
 
Next, we have evaluated whether interactions between statins and TGF-β/Smad pathway could 
contribute to the effects of statins in atherosclerosis.  
Studies in VSMCs have shown that statins cause apoptosis. This effect is higher in the presence of 
FBS than in serum-free conditions P19P. As FBS contains TGF-β we evaluated whether statin-induced 
apoptosis was mediated by TGF-β. VSMCs were incubated in two different conditions: FBS or TGF-β-free 
FBS (TFS), obtained by immunoprecipitation. Treatment with SV or ATV for 48 hours in 10% FBS caused 
a significant increase in cell death, which was higher than with TFS (Figure 3A). In 10% FBS, the blockade 
of TGF-β action, using a specific TRI kinase inhibitor (ALK5i), significantly diminished SV-induced VSMC 
death (figure 3A). These data suggest that TGF-β present in serum was responsible for Statin-induced cell 
death. 
Secondly, we have investigated the direct effect of TGF-β on statin-induced apoptosis in serum-
free medium. In control experiments, we have determined that TGF-β content of 10% FBS was 1ng/ml 
(not shown, evaluated by ELISA). After 48h of treatment with SV or ATV in 0%FBS there was a slight 
induction of VSMC death, which was dramatically increased when cells were co-incubated with 1ng/ml 
TGF-β (figure 3B). This data shows a synergistic effect of TGF-β and statins on VSMC apoptosis.  
FIGURE 3: TGF-β mediates statins-induced VSMC apoptosis in 10% FBS. A. VSMCs were incubated with 10% FBS media or with 10% TGF-β-free FBS (TFS). Cells 
were treated with 10P-4P Mol/L of Simvastatin (SV) for 48h. Some cells were preincubated for 1h with the TGF-β type I receptor (ALK5) inhibitor ALK5i (10P-5P Mol/L) before 
Simvastatin treatment. B. TGF-β increases statin-induced VSMC apoptosis in serum-free medium. Growth arrested cells were treated with 10P-4P Mol/L of either 
Simvastatin (SV) or Atorvastatin (ATV) alone or in combination with 1ng/ml TGF-β for 48h in serum-free conditions. The graphs show the percentage of hypodiploid ic cells 
expressed as mean±SEM of 4 experiments. Black bars represent: FBS treated cells; striped bars, cells in TGF-β-free FBS (TFS); and white bars, cells in serum-free 
medium. *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs. TGF-β-free FBS.+ p<0.05 vs. statin alone. RhoA mediates Simvastatin-induced VSMC death. VSMCs were incubated in 
serum-free conditions (white bars) or in 10%FBS medium (black bars). C Cells were treated with 10P-4P mol/L Simvastatin (SV) alone or in combination with 1ng/mL TGF-β 
for 48h. Some cells were pretreated for 1h with 5µg/mL FPP or GGPP or 10P-4P mol/L mevalonate (MEV) before Simvastatin treatment. *p<0.05 vs. Control; # p<0.05 vs. 
SV10P-4P Mol/L 
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RhoA mediates statin-dependent cell death 
 
We have evaluated whether the synergistic effect of TGF-β and statins on VSMC apoptosis 
observed in serum-free conditions was attributable to an inhibition of the geranylgeranylated protein RhoA. 
In VSMC, preincubation with L-mevalonate or GGPP, but not  FPP, completely abolished SV-induced cell 
death (figure 3A). Treatment with C3 alone for 48 h markedly increased TGF-β-mediated cell death (figure 
3B). These data indicate that RhoA inhibition increased TGF-β mediated apoptosis.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 3: TGF-β mediates statins-induced VSMC apoptosis. D. Cells incubated in serum-free medium were treated with C3 
exoenzyme alone or in combination with 1ng/mL TGF-β for 48 h. E. Cells incubated in 10%FBS were treated with Y-27632(10P-4P Mol/L), 
FTI-277 (10P-4P Mol/L) or FTS (10P-4P Mol/L) for 48h. Figures A, B and C show percentage of hypodiploid  cells expressed as mean±SEM of 4 
experiments. F and G. Cells grown in 10%FBS were transfected with a GFP overexpressing vector or with a vector that overexpress DN-
RhoA fused to GFP (N19-RhoA-GFP). Some cells were cotransfected with a Smad7 overexpressing vector. After 24h of transfection 
apoptotic profile was evaluated. Figure D shows the percentage of hypodiploid  cells expressed as mean±SEM of 4 experiments. Figure 
E shows representative cells obtained with confocal microscopy. Cells were fixed and stained with propidum iodide and mounted in 
mowiol. Apoptotic nuclei are bright and condensed (arrows) and transfected cells appear in green. H. Smad pathway is involved in 
Simvastatin induced cell death. Cells grown in 10%FBS were transfected with either control PC-DNA3B plasmid, or with a Smad7 
overexpressing vector for 24h. Then cells were treated for 48h with 10P-4P mol/L Simvastatin. Figure shows the percentage of hypodiploid 
cells expressed as mean±SEM of 6 experiments. *p<0.05 vs. control #p<0.05 vs. pc-DNA3B transfected cells. 
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In the presence of 10% FBS, several groups, including ours, have shown that small G proteins 
participate in cell growth regulation by statins P19, 21P. We have confirmed that GGPP completely abolishes 
statin-induced cell death showing the involvement of a geranylgeranylated protein. The reversion 
observed with FPP in 10% FBS was higher than in serum-starving conditions (figure 4A). Treatment with 
two different farnesyl transferase inhibitors, FTI-277 or farnesylthiosalicylic acid, for 48h did not induced 
VSCM death (figure 3E). These data indicate that in proliferative conditions farnesylated proteins are not 
involved in statin-induced apoptosis, but they could contribute to survival in proliferative conditions. We 
further explored the role of RhoA in cell growth regulation. In 10% FBS, the blockade of RhoA, by 
transfection with a DN-RhoA expression vector or by ROCK inhibition with Y-27632, significantly increased 
cell death (figure 3E). These data indicates that RhoA/ROCK pathway is involved in statins-induced 
apoptosis. 
 
Smad pathway is involved in Simvastatin induced VSMC death 
 
To evaluate the involvement of Smad pathway in Statin-induced cell death in 10% FBS, cells 
were transiently transfected with a Smad7 overexpressing vector, that inhibits TGF-β/Smad-mediated 
transcriptional effects by interfering with receptor-mediated activation of R-Smad P22P. Were cotransfected 
with GFP overexpressing vector to detect transfected cells. Smad7 overexpression ameliorated statin-
induced cell death, compared to cells transfected with an empty vector pcDNA3B (figure 3F), suggesting 
that Smad pathway is driving statin-induced cell death. Moreover, cotransfection with DN-RhoA and 
Smad7, significantly suppressed cell death induced by DN-RhoA (Figure 3F and G). This indicates that 
RhoA inhibition induces cell death by the action of TGF-β through Smad pathway.   
 
Statins enhance the expression of  TGF-β dependent ECM regulatory proteins 
 
We evaluated two different ECM regulatory proteins: CTGF, as a profibrotic mediator P1, 23, 24P, and 
PAI-1, as an inhibitor of ECM degradation [cita]. Atorvastatin and simvastatin enhanced, in a dose-dependent 
manner, TGF-β-dependent CTGF and PAI-1 upregulation (Figure 5A).  
We observed that high concentration of statins alone strongly increase CTGF production. We 
further investigate whether TGF-β is the mediator of statin-induced CTGF overexpression. The blockade of 
TGF-β with ALK5i completely inhibited CTGF production (Figure 5B), indicating that endogenous TGF-β 
regulates CTGF overproduction. CTGF has been reported to induce apoptosis in VSMCsP24P. We assessed the 
involvement of CTGF using an antisense oligonucleotide for CTGF mRNA to avoid endogenous production. 
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We observed that when CTGF production was blocked simvastatin/TGF-β-induced cell death was inhibted; 
suggesting that CTGF is a mediator of this process.P24P (Figure 4C). 
 ¥ 
Figure 4: Statins enhance TGF-β dependent ECM regulatory proteins upregulation In VSMCs. Growth arrested VSMCs were 
preincubated for 48h with several copncentrations (10P-4P to 10P-7P mol/L) of Simvastatin (SV) or Atorvastatin (ATV), and then stimulated with 
TGF-β (1 ng/mL) for 24h. These cells were compared with those treated with TGF-β in the absence of statin pretreatment. Figure shows in 
the upper panel representative western blot and in the lower panel relative CTGF, PAI-1. B. Endogenous TGF-β is involved in Statin-
induced CTGF expression.  Some cells were incubated for 1 h with 10P-5P mol/L of ALK5i and then treated with high concentrtions of either 
SV or ATV for 72h. Figure shows a representative western blot in the lower panel and in the upper panel the media±SEM of 4 experiments.  
C. Endogenous CTGF is involved in Statins/TGF-β-induced apoptosis. VSMCs were treated with an antisense oligonucleotide for 
CTGF; afterward some cells were incubated for 48h with SV. Figure shows the percentage of hypodiploid ic cells expressed as mean±SEM 
of 3 experiments. *p<0.05 vs. control; ¥ p<0.05 vs. TGF-β; # p<0.05 vs. SV10P-4P Mol/L
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TDISCUSSION   
In the present work we have described a close relationship between statins and TGF-β in different 
aspects of the atherosclerotic process. We report for the first time that statins enhance Smad pathway 
activation by TGF-β. In addition, statins also induced TRII upregulation and TGF-β synthesis in VSMC, 
leading to an increase in TGF-β-dependent actions. In this sense, statins render VSMCs more susceptible 
to TGF-β induced apoptosis, and increase TGF-β dependent ECM regulatoryprotiens production.  
              The Smad pathway is the main signaling pathway for TGF-β. We have observed that two statins, 
simvastatin and atorvastatin increased the activation of Smad pathway caused by TGF-β. In VSMC statins 
enhanced TGF-β-induced Smad2 and Smad3 phosphorylation and Smad-dependent gene transcription. 
The Smads interact with transcription factors at the promoters of some genes and regulate their 
transcription P22P[+]. TGF-β through Smad activation pathway regulates many cellular responses, including 
cell growth, cell survival, cell differentiation and ECM accumulation P22P. These processes are subject to 
regulation by other signaling pathways, such as MAPKP22P. Many studies have demonstrated that statins 
inhibit many different intracellular pathways, including activation of transcription factors , such as nuclear 
factor-κB, small G proteins, and activation of protein kinases, like MAPK and ROCK P18P[+]. Statins, through 
the inhibition of these pathways, regulates cellular responses, including anti-inflammatory properties, and 
therefore exert beneficial effects in atherosclerosis P18P[+].  We have found that statins enhanced TGF-
β/Smad pathway. Smad proteins are nuclear factors that depend on the cellular context to produce their 
responses P22P. Since statins has a protective role in atherosclerosis our data indicate that statins prepare 
the cellular context for a protective effect of Smad proteins. 
It has been reported differential TGF-β receptors expression in VSMC from normal vessels and 
atherosclerotic plaques P11, 25P. Atherosclerotic plaque derived cells have almost no expression of TRII compare 
to cells derived from normal vessels, indicating a change in the phenotype of VSMC during atherosclerosis P11, 
26, 27
P. We have found that in VSMC statins increased TRII expression, showing that statins can induce a 
phenotype reversion from disease type VSMC to a normal phenotype, and this could be an explanation of 
their beneficial effects.  
We have also found that statins increased TGF-β synthesis in VSMC. This local production of TGF-
β could participate in the beneficial effects of statins. In atherosclerosis TGF-β has been considered as a 
“protective cytokine”, as it plays an important role in maintaining normal vessel wall structure and controls 
the balance between inflammation and ECM deposition P7P. The loss of this protective effect, attributed to 
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changes in TGF-β receptors profiles and modulated by local TGF-β levels, contributes to the development 
of atherosclerosis. Studies done by Graiger et al support this hypothesis. In experimental models the lack 
of TGF-TβTB Bsignaling promotes the development of atherosclerotic lesions and unstable plaques P6-8P. In human 
carotid plaques, a higher expression of TGF-β in asymptomatic lesions compare to symptomatic has been 
found. TGF-β was mainly expressed in plaque shoulder and associated with a comparable increase in 
plaque procollagen and collagen content, and provides evidence that TGF-β may play an important role in 
the process of plaque stabilizationP28P.  
The cellular action of statins can be explained by the inhibition of isoprenylation of several 
proteins, including small G proteins P18P. In VSMC, we have found that preincubation with L-mevalonate and 
GGPP markedly diminished statins-induced Smad activation and overexpression of TRI and TGF-β, 
indicating the involvement of a geranylgeranylatedP Pprotein in these processes. Moreover, these results can 
be similarly reproduced using RhoA/ROCK inhibitors (by C3 pretreatment or ROCK inhibition with Y-27632), 
indicating that statin effects can be attributed to RhoA/ROCK inhibition.  
Atherosclerosis is a very complex process that comprises endothelial dysfunction, inflammation, 
matrix alterations and neointima formation. Statins have demonstrated beneficial clinical effects that included 
amelioration of endothelial dysfunction, inflammation and increased plaque stability P13,29P. One of the key 
steps, and probably involved in the origin of atherosclerosis is VSMC proliferation. Recent therapeutic 
strategies have focused on inhibiting VSMC proliferation P30P. There is a controversial discussion about the 
goodness of VSMC apoptosis. Some authors have reported that those treatments that increase VSMC 
apoptosis are good to treat atherosclerosis P30P, however a recent study has raised that VSMC apoptosis by 
itself is not beneficial for atherosclerotic regression P31, 32P. They show that apoptosis increases plaque 
instability inducing plaque rupture P31P. According to this controvert yield, statin have been showed to induce 
VSMC apoptosis P19, 21P even though their beneficial effects. In VSMC, coincubation of TGF-β and SV or ATV 
for 48 hours in serum-free medium caused a marked increase in apoptosis compare to each stimuli alone, 
via RhoA inhibition, showing that in growth-arresting conditions statins makes VSMC more susceptible to 
TGF-β induced apoptosis. We have found that in the presence of 10%FBS, statin-induced VSMC apoptosis 
is mediated by TGF-β/Smad pathway. Experiments with TGF-β-free serum and blocking TGF-β action by a 
specific TRI kinase inhibitor showed that TGF-β present in serum was responsible for Statin-induced cell 
death. The blockade of Smad activation, by Smad7 overexpression, diminished Statin and DN-RhoA-
induced VSMC apoptosis. This indicates that statins and RhoA inhibition induces cell death by the action 
of TGF-β through Smad pathway.   
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TGF-β seems to be an important stabilizing factor and prevents plaque rupture through the 
decrease of matrix metalloproteinases, as shown in human plaques P33P. We have found that statins increases 
TGF-β-induced ECM accumulation, as shown by overexpression of the profibrotic mediator CTGF, and the 
inhibitor of ECM degradation PAI-1. These results could be attributable to the increase in TRII and TGF-
β/Smad pathway, given that Smad pathway has been implicated in the regulation of these ECM proteins P34P P35P.  
It has been shown in the literature that statins are one of the best drugs in the treatment of 
atherosclerosis P12, 13, 36P. Here we report for the first time that a key player in their actions is TGF-β . This gives 
light to statin mechanisms. Till now it has been speaking about pleiotropic effects in relation to inhibition of 
isoprenylation, but in this work pleoitropic effects offer a new face. We show that those effects are mediated 
by TGF-β through its main signaling pathway, the Smad proteins. This pathway is almost the only pathway 
not just not inhibited but enhanced by statins. Thus, treatment with Statins will inhibit small G-proteins, but 
enhance Smad pathway driving TGF-β response through this pathway. This will lead to an increase in VSMC 
apoptosis, but with a increase in ECM accumulation, inhibition of MMPs by PAI-1 induction, leading to a more 
controlled cell death which will ameliorate atheroma plaque without increasing its weakness. This leads to a 
stable regression of atheroma plaque (Fig esquema). In conclusion we demonstrate that statin take TGF-β 
as a key effector, potentiating Smad signaling pathway. This is the first time showing a direct effect of statin 
in TGF-β/Smad pathway that explains some of the pleiotropic effects described in statin mechanisms. 
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DISCUSIÓN 
 
1. La ET-1 induce CTGF en CMLV cultivadas para promover la 
producción de proteínas de la MEC.  
 
Muchos estudios han demostrado que la ET-1 contribuye a los cambios estructurales aorticos 
observados durante las enfermedades cardiovasculares proliferativas. Nuestros resultados muestran 
claramente que en CMLV cultivadas, la ET-1 aumenta la expresión del ARNm, la actividad de promotor y 
la producción de CTGF. La ET-1 es un agente vasoactivo y mitogénico para las CMLV y contribuye a la 
acumulación de la MEC a través de la regulación del colágeno tipo I y la FN P133, 150, 185, 186P. El CTGF induce 
la síntesis de estas proteínas de la MEC y se cree que desempeña un papel clave en la patogénesis de la 
fibrosis P75P. En esta tesis se ha observado que en CMLV la ET-1 indujo la producción de CTGF. Dicha 
producción se mantuvo incluso hasta las 72h. En diferentes modelos experimentales, incluyendo 
aterosclerosis e hipertensión, el aumento del CTGF y la ET-1 en los distintos tejidos afectados se ha 
asociado con la presencia de fibrosis P15, 31, 56, 174, 203P.  El bloqueo del CTGF endógeno, con un 
oligonucleótido antisentido, disminuyó la síntesis de FN y procolágeno tipo I inducidos por la ET-1, 
sugiriendo que el CTGF podría ser un mediador de la acumulación de MEC causada por la ET-1 en las 
enfermedades vasculares.  
Diversos estudios han defendido que el CTGF es un factor profibrótico duradero en el tiempo. En 
un modelo de fibrosis en la piel, los niveles de ARNm de CTGF se mantuvieron elevados en las áreas de 
fibrosis P158P. Además, la inyección de CTGF en la piel induce la formación de tejido fibroso P57P y la 
coinyección  de CTGF y TGF-ß provoca una fibrosis persistente y sostenida P158P. En CMLV en cultivo, tanto 
el estiramiento mecánico como factores de crecimiento como el TGF-ß, la Ang II y como se muestra en 
este trabajo la ET-1, regulan positivamente el CTGF y proteínas de la MEC. Dicha producción de 
proteínas de las MEC se revierte con el bloqueo de la producción del CTGF endógenoP87, 203, 265P. Todos 
estos datos muestran que CTGF es un mediador de la fibrosis causada por factores mecánicos o 
relacionados con el crecimiento, como la ET-1, y que la regulación del CTGF desempeña un papel clave 
en el proceso de acumulación de MEC en condiciones patológicas.  
La ET-1 actúa a través de dos receptores, ETBA B y ET B B, ambos expresados en CMLV P133, 185P. El ET BA B 
media la mayoría de los efectos patológicos de ET-1, incluyendo crecimiento celular y fibrosis. El 
antagonista de ET BA B BQ123 inhibió de manera significativa In Vitro los efectos estimulantes del crecimiento  
de ET-1 P186, 261P. Sin embargo, en estadios patológicos, como hipercolesterolemia, el efecto principal de la 
activación del receptor ET B PB Ppodría ser vasoconstricción, amplificando las respuestas dependientes de ET-
1 P81P. En fibroblastos en cultivo ambos receptores, ET BA B y ET B B, participan en la síntesis de colágeno P72P. En 
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esta tesis hemos obtenido que en CMLV la ET-1 regula positivamente el gen de CTGF a través de los 
receptores ETBA B, utilizando antagonistas y agonistas específicos de ET BA B y ET B B,.  
Numerosos datos indican que la ET-1 participa en la aterosclerosis. En CMLV procedentes tanto 
de aorta normal como enferma se ha observado una gran presencia ET-1 P11P. También se han encontrado 
altos niveles de expresión de ET-1 en placas ateroscleróticas humanas en comparación con vasos 
normales P11P. Asimismo en pacientes que han sufrido una angioplastia se ha observado una aumento en 
los niveles de ET-1P79P. La liberación de ET-1 está estimulada por el daño vascular y por LDL oxidadas 
aterogénicas incluso cuando el endotelio permanece intacto P24P. Nuestros resultados muestran que en 
CMLV en cultivo, ET-1 a una dosis entre 10P-8P y 10P-9P mol/L incrementa el ARNm y la producción de CTGF. 
Se ha descrito que los niveles de ET-1 en plasma están alrededor de 1 a 2 pg/mL P185P, y también que los 
niveles tisulares aumentan durante el daño vascular P133, 185P lo que sugiere que la producción local de ET-1 
en vasos dañados podría contribuir a la acumulación de MEC observada en las enfermedades vasculares 
a través de la producción de CTGF por las CMLV. El bloqueo de ET BA B inhibe la hiperplasia de la neoíntima 
después de daño por balón y por cánula, atenuando la proliferación de los miofibroblastos adventicios, así 
como la proliferación de las CMLV y la formación de MEC P18P. Asimismo, el bloqueo de ET BA B disminuye el 
desarrollo de aterosclerosis en modelos experimentales de hipercolesterolemia P154P y en ratones carentes 
de apolipoproteína E P14P. En ratas diabéticas, el tratamiento con bosentan, el cual bloquea tanto ET BA B como 
ET B B, redujo significativamente el grosor de la media, P Pla relacción pared/luz, el infiltrado celular y la 
acumulación de MEC P65P, indicando que la ET-1 podría mediar los cambios vasculares observados en 
diabetes experimental. 
La ET-1 parece estar implicada en la hipertensión humana y en la hipertensión experimental P57P. 
En pacientes moderadamente hipertensos el antagonista dual de ET BA B y ET B B bosentán reduce la presión 
arterial de manera similar a un iECAP57P. En la fase temprana de un modelo de hipertensión inducida por sal 
de acetato de deoxicorticosterona (DOCA-salt) la ET-1, vía el receptor ET BA B, activa el TGF-β y aumenta la 
FN y el depósito de colágeno en el corazón P11P, mientras que el ET B B protege contra los daños vasculares y 
renales P72P. Los efectos de los antagonistas de la ET-1 pueden deberse a las acciones directas de la ET-1 
sobre las CMLV. A este respecto, en esta tesis hemos obtenido que la ET-1 activa a las CMLV para que 
produzcan CTGF, el cual es mediador de la sobreexpresión de FN y Col-1. nuestros datos revelan un 
nuevo mecanismo que podría explicar los efectos beneficiosos del bloqueo de ETBA B en hipertensión y otras 
enfermedades cardiovasculares. 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) y el estrés oxidativos participan en la señalización 
celular y regulan un número importante de eventos celulares, incluyendo fibrosis y aterosclerosis P5P. La ET-
1 puede inducir la formación de ROS en diferentes tipos celulares, como CMLV P133, 185P. En la hipertensión 
por DOCA-salt la generación de ROS se redujo por el bloqueo de ET BA B P27P. En la hipertensión por 
mineralocorticoides asociados a niveles bajos de renina (low-renin mineralocorticoid) la ET-1 aumenta la 
producción de superóxido, por lo menos en parte, vía activación de la ruta ET BA B/NADPH oxidasa P125P. en 
esta tesis se examinó el efecto del DPI, un potente inhibidor de las enzimas que contienen flavonoides, 
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como la NADPH oxidasa y el secuestrador de O B2PB⎯P, TIRON. En CMLV cultivadas hemos observado que 
ambos antioxidantes inhibieron la producción de CTGF estimulada por ET-1, lo que sugiere la implicación 
de un mecanismo redox en la regulación de CTGF.  
ET-1 activa varios mediadores intracelulares, entre ellos están las proteínas G pequeñas P133, 185P. 
La familia de proteínas de unión a GTP, Rho, contiene muchas proteínas geranilgeraniladas que 
desempeñan un papel muy importante en la adhesión celular, dinámica de actina, o regulación de la 
transcripción génica. Dentro de esta familia se incluyen las proteínas Rho, Rac, y Cdc42 P239P. En CMLV, 
hemos observado que la ET-1 activa RhoA, provocando el cambio en la localización de la RhoA pasando 
del citoplasma a la membrana plasmática para poder unirse a su efector. Las proteínas Rho regulan 
varios genes incluido el de la ET-1 y algunas citoquinas P239P, un mecanismo potencial que podría explicar 
los cambios vasculares observados en la hipertensión es el incremento del sistema Rho/quinasa el cual 
causa vasoconstricción P220P. La inhibición de la actividad de RhoA por el exoezima C3 o a la inhibición de 
la quinasa asociada a Rho (ROCK) por el compuesto Y27632 o fasudil evitó la inducción de CTGF por 
ET-1. En el daño vascular inducido por L-NAME, el inhibidor de Rho (Y-27632), disminuyó la inflamación 
vascular y la progresión de la aterosclerosis P103P. Nuestros resultados indican que, en CMLV en cultivo, el 
péptido vasoactivo ET-1 aumenta la expresión de ARNm y la producción de  CTGF vía proteínas Rho. La 
ET-1 estimula la ruta de las MAPK incluyendo la cascada de las ERK, las proteinas quinasas activadas 
por estrés y la cascada de la MAPK p38. Estas rutas se han asociado a diferenciación, hipertrofia y 
fibrosis P149P. En esta tesis hemos observado que la activación de la ERK es necesaria para la producción de 
CTGF inducida por ET-1 pero no la activación de p38. También hemos observado que la generación de 
ROS y la activación de la quinasa de Rho intervienen en la fosforilación de ERK dependiente de ET-1, 
indicando que la producción de CTGF está inducida por una activación de ERK dependiente de ROS y la 
ROCK. En CMLV en cultivo, el estiramiento mecánico y factores de crecimiento como TGF-β, Ang II y, 
como mostramos en esta tesis, la ET-1, promueven la expression de CTGF P180P.  La regulación de CTGF 
puede estar mediada por producción de factores de crecimiento, en este sentido el TGF-β media la 
producción de CTGF inducida por Ang II P251P. Algunos datos sugieren la relación entre TGF-β y ET-1. El 
bloqueo de los receptores de ET-1 disminuyó la producción de TGF-β en tejidos cardiacos, renales y 
vascularesP7, 24, 200P. El TGF-β induce la síntesis de ET-1 P56P. Sin embargo, nuestros resultados muestran que 
en CMLV de rata la ET-1 no produjo TGF-β. Además el bloqueo del TGF-β endógeno no disminuyó la 
producción de CTGF inducida por ET-1. Estos datos indican claramente que la ET-1 induce CTGF de 
manera independiente de TGF-β. Las nuevas estrategias para bloquear la fibrosis podrían dirigirse a la 
inhibición del CTGF, mejor que del TGF-β, dado su funcción más especifica en la regulación de la MEC, 
sin afectar a la respuesta inflamatoria, algo que no ocurre con el bloqueo del TGF-β ya que presenta 
propiedades inmunomoduladoras de las células más importantes para la formación de la lesión, 
incluyendo CE, CMLV, macrófagos y células TP5P. Nuestros datos muestran que la ET-1 regula el CTGF y la 
fibrosis independientemente del TGF-β, apoyando la búsqueda de nuevas terapias antifibróticas que 
bloqueen el CTGF. 
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La Ang II y la ET-1 comparten algunas respuestas celulares, como vasoconstricción, proliferación 
celular y acumulación de MEC. Se ha descrito que la Ang II activa el TGF-β y que este factor media la 
producción de CTGF. Sin embargo, nuestros datos muestran un papel diferente del TGF-β en la 
regulación de CTGF causada por ambos péptidos. La Ang II regula la producción de ET-1 por la ruta de la 
ERK a traves de un mecanismo redox P27P. En estat tesis se muestra que el antagonista de ET BA B BQ-123 
disminuyó la producción de CTGF inducida por Ang II, sugiriendo que la ET-1 media, por lo menos en 
parte, la producción de CTGF inducida por Ang II. Nuestros datos indicando que la ET-1 induce la 
producción de CTGF incluso a las 72 horas, y que la coincubación de ET-1 y TGF-β tiene un efecto 
sinérgico en la producción de CTGF, apoyan la idea de que el CTGF contribuye a la perpetuación de la 
fibrosis.  También mostramos un mecanismo diferente en cuanto a las rutas de señalización utilizadas por 
ambos péptidos vasoactivos, ya que la ET-1 no logró activar la ruta de las Smad en CMLV cultivadas 
(datos no mostrados) mientras que la Ang II si, algo que discutiremos en el siguiente apartado de esta 
tesis. 
Nuestros resultados muestran que en CMLV ET-1, a través del receptor ET BA B aumenta la 
producción de CTGF y MEC. Los mecanismos de la regulación del CTGF son complejos, implicando la 
activación de diversas señales intracelulares (procesos redox, activación de la ruta RhoA/quinasa de Rho 
y MAPK/ERK) la interrelación con otros actores de crecimiento (TGF-β y Ang II). Este reciente 
descubrimiento sugiere que CTGF podría ser un mediador de los efectos profibróticos de la ET-1 en las 
enfermedades vasculares y apoya la idea de la utilización de bloqueadores de del CTGF como una nueva 
terapia para las enfermedades vasculares (Fig 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 12.  Esquema de la regulación de CTGF por ET-1. La ET-1 vía receptor ETBAB y a 
través de la generación de ROS y la activación de RhoA/quinasa de Rho fosforila la ERK para 
inducir la producción de CTGF que es mediador de la acumulación de MEC causada por ET-1. 
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2. La Ang II activa las ruta de señalización de las Smad de manera 
independiente del TGF-β. 
 
La Ang II participa en la patogenia de distintas enfermedades vasculares regulando la presencia 
de fibrosis e inflamación. El bloqueo de este peptido vasoactivo es uno de los mejores fármacos en el 
tratamiento de las enfermedades vasculares P46P.  
Nuestros resultados muestran que la Ang II activa la vía de señalización de las Smad en células 
vasculares, tanto in vivo como In Vitro. También hemos encontrado que las proteínas Smad participan en 
la expresión del CTGF y producción de MEC inducida por la Ang II. Estos nuevos datos sugieren que la 
activación de la vía de las Smad puede estar implicada en los efectos profibrogénicos de la Ang II en el 
daño vascular. 
Para evaluar el efecto de la Ang II en la vía de señalización de las Smad in vivo se ha utilizado 
un modelo de infusión sistémica de la Ang II. En este modelo, la Ang II provoca fibrosis vascular, la cual 
puede estar mediada por el aumento en la expresión del CTGF P203P. En la aorta de los animales control, 
hemos observado una tinción débil de las proteínas Smad que aumentó considerablemente en los 
animales infundidos con la Ang II y se redujo en aquellos animales tratados con Losartán, indicando que 
dicha sobreexpresión está mediada por los receptores ATB1B. La tinción positiva para p-Smad2 se localizó 
principalmente en el núcleo de las CMLV. El incremento de la expresión de las proteínas Smad estaba 
asociada con la inducción del CTGF, precediendo a la acumulación de proteínas de la MEC observada 
tan sólo después de siete días P203P, sugiriendo que esta vía de señalización podría ser un mecanismo 
implicado en la fibrosis vascular causada por la Ang II. 
Para demostrar que la Ang II activa la vía de señalización de las Smad a través de la activación 
directa de CMLV e independientemente de los cambios hemodinámicos o la hipertensión, hemos hecho 
experimentos en CMLV en cultivo. En estas células, la Ang II causó un aumento en la expresión de 
Smad2 y Smad4, la fosforilación de Smad2, la translocación al núcleo de p-Smad2 y Smad4 e incrementó 
la capacidad de unión al ADN. La activación de Smad inducida por la Ang II es muy rápida (a los 5 
minutos, siendo máxima alrededor de los 15 y 20 minutos). Además, hemos demostrado que la Ang II 
incrementó la transcripción génica dependiente de Smad mediante transfecciones transitorias con un 
plásmido reportero que contiene sitios de unión del promotor de Smad.  
Las proteínas Smad han sido identificadas como transductoras de las señales intracelulares de 
TGF-β. Las Smad son sustratos de la quinasa del receptor de TGF-β que se translocan al núcleo para 
actuar como factores de transcripción P99, 146P. Hay varias proteínas Smad. Smad2 y Smad3 son mediadores 
específicos de la vía TGF-β/activina, mientras que Smad1, Smad5  y Smad8 están implicadas en la 
señalización de las proteínas morfogénicas del hueso (BMP) P99, 146P. Smad4 forma hetero-oligómeros con 
las Smad activadas por receptor y es un mediador común de la señalización de TGF-β y BMP. A 
concentraciones fisiológicas, Smad6 puede inhibir selectivamente la señalización del receptor BMP, 
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mientras que Smad7 inhibe tanto la señalización del receptor BMP como la del receptor TGF-β/activina. 
En CMLV, hemos demostrado que la Ang II activa Smad2 y Smad4 mostrando un comportamiento similar 
al observado con el TGF-β. Hemos comparado la respuesta de la Ang II y el TGF-β, observando que 
ambos factores activan la vía de señalización de las Smad con una cinética similar, sugiriendo una 
activación directa de las Smad inducida por la Ang II. Se ha descrito que la Ang II regula la expresión de 
ARNm del TGF-β, la síntesis de proteína y la conversión de TGF-β a su forma activa P21P. Para demostrar 
que el efecto de la Ang II era independiente de la producción de TGF-β endógeno o su activación, hemos 
usado CMLV de ratas Wistar, en las que hemos confirmado que la Ang II no es capaz de activar el TGF-
β, tal y como esta descrito P159P, aunque incrementó la producción total del TGF-β. Además, bloqueamos el 
TGF-β mediante diferentes métodos: con un anticuerpo neutralizante de la forma activa del TGF-β, y con 
la decorina, que es un secuestrador de su forma activa. El bloqueo del TGF-β endógeno no alteró la 
translocación al núcleo de p-Smad2, la unión al ADN y la activación del promotor causada por la Ang II. 
Estos datos claramente indican que el bloqueo del TGF-β no modificó la activación de la vía de 
señalización de las Smad inducida por la Ang II, demostrando que la señalización de Smad inducida por 
la Ang II es independiente del TGF-β. Nuestros resultados han sido confirmados recientemente en un 
estudio realizado en CMLV de ratón en los que observaron que la Ang II era capaz de activar las Smad 
incluso en células que no expresaban el TRII, indicando que la activación de las Smad era totalmente 
independiente de TGF-βP249P.  
La Ang II actúa mediante la unión a receptores específicos P202P. El receptor AT B1B es responsable de 
la mayoría de las acciones patofisiológicas de la Ang II, contribuye al desarrollo de enfermedades 
crónicas, como la hipertensión, la aterosclerosis, la hipertrofia cardiaca y el daño renal, promoviendo el 
crecimiento celular, la inflamación y la fibrosis. El AT B2B está implicado en la inhibición del crecimiento 
celular y en el reclutamiento de células inflamatorias P202P. En esta tesis hemos obtenido que el antagonista 
del receptor AT B1B, Losartán, disminuyó la expresión de las Smad en las aortas de las ratas infundidas con 
la Ang II y en CMLV en cultivo y bloqueó la activación de la ruta de señalización de las Smad inducida por 
la Ang II (fosforilación de Smad2, translocación al núcleo y unión al ADN). Nuestros datos demuestran 
claramente que la Ang II activa la vía de señalización de las Smad a través del receptor AT B1B. La Ang II vía 
AT B1B regula la expresión de factores profibróticos (incluido CTGF) y proteínas de la MEC P167, 202P. Nuestros 
resultados demuestran que la activación de la vía de señalización de las Smad a través de los receptores 
AT B1B podría ser un nuevo mecanismo implicado en la fibrosis vascular inducida por la Ang II. 
La activación de la vía de señalización de las Smad causa su translocación nuclear. En el 
núcleo, las Smad interactúan con factores de transcripción en los promotores de algunos genes, 
regulando su transcripción. En CMLV, hemos observado que la Ang II activa el promotor dependiente de 
Smad sugiriendo un aumento en la transcripción génica mediada por Smad. Estudios previos han 
demostrado que el TGF-β, vía activación Smad, regula la transcripción de varios genes importantes para 
la regulación del ciclo celular, los cuales median la respuesta antiproliferativa y parcialmente explican la 
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acción supresora de tumores del TGF-β P160P, así como genes para la formación de la MEC, como el 
procolágeno, la FN y el PAI-1 P33, 41, 95P. El incremento en la expresión de algunas proteínas Smad activa la 
transcripción de algunos de estos genes, como PAI-1, incluso en ausencia del TGF-β P146, 241P. En el 
promotor del CTGF hay un sitio de unión a Smad P90P. En células mesangiales, el TGF-β activa el CTGF vía 
Smad P90P. El CTGF es un importante factor profibrótico P181P y es un mediador de la fibrosis vascular inducida 
por la Ang II P203P. En las CMLV, la Ang II incrementó la expresión del ARNm del CTGF, actividad del 
promotor y producción de proteína. La proteína Smad7 puede funcionar como un regulador negativo de la 
señalización a través las proteínas Smad P167P. Transfecciones transitorias con Smad7 (el cual interfiere con 
la activación de Smad2 y Smad3 mediada por receptor), disminuyó la activación del promotor del CTGF 
inducida por la Ang II, la expresión del ARNm y la producción de proteína. Varios trabajos han 
demostrado que el aumento en la expresión de Smad7 bloquea la producción de la MEC inducida por 
TGF-β en células renales P32, 84, 114, 124P . En CMLV hemos observado que la sobre-expresión de Smad7 
redujo la sobre-expresión de la FN y el procolágeno tipo I causada por la Ang II. Nuestros resultados 
indican que la vía de señalización de las Smad está implicada en la expresión del CTGF y las proteínas 
de la MEC, y podría contribuir a los efectos profibrogénicos de la Ang II en enfermedades vasculares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se han descrito otros factores implicados en el daño tisular que activan la ruta de las Smad. En 
células transfectadas para expresar el TRII, la proteína 3 de unión al factor de crecimiento similar a la 
insulina (IGFBP-3), estimuló la fosforilación de Smad2 y Smad3, potenció la fosforilación de Smad 
FIGURA 13.  Esquema de la regulación de CTGF por Ang II a través de las Smad. La Ang 
II vía receptor ATB1B fosforila Smad2 que al unirse a Smad4 se transloca al núcleo para regular 
la transcripción de CTGF que es mediador de la acumulación de MEC dependiente de Ang II 
para producer fibrosis. 
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estimulada por TGF-β1, y cooperó con el TGF-β1 exógeno en la inhibición del crecimiento celular P53P. En 
células PC12, el factor de crecimiento nervioso permite la activación de la ruta de las Smad 
independientemente del TGF-β P135P. Los productos finales glicosilados causaron una rápida activación 
Smad2/Smad3 en células renales y vasculares de manera independiente del TGF-β P123P sugiriendo la 
importancia de la vía de las Smad en el daño tisular en la diabetes. Nuestro estudio ha demostrado que la 
Ang II activa la vía se señalización de las Smad en células vasculares, independientemente de TGF-β. 
Estos datos proporcionan una gran evidencia de que las proteínas Smad no son exclusivamente 
activadas por el mecanismo clásico de TGF-β. 
En conclusión, nuestros datos demuestran que la Ang II activa la ruta de señalización de las 
proteínas Smad en las CMLV, independientemente del TGF-β. En las ratas infundidas con la Ang II, la 
sobre-expresión aórtica de las Smad está asociada con la inducción del CTGF y precede a la sobre-
expresión de proteínas de la MEC, sugiriendo que las proteínas Smad podrían estar implicadas en los 
cambios estructurales de la pared vascular. Estos datos podrían contribuir al conocimiento de los 
mecanismos relacionados con la fibrosis en las enfermedades cardiovasculares (Fig 13). 
 
3. El TGF-β es un mediador de las Acciones de las estatinas sobre las 
CMLV. 
 
En esta tesis hemos descrito una interrelación entre las acciones de las estatinas y del TGF-β en 
diferentes aspectos del proceso aterosclerótico. Hemos descrito por primera vez que en CMLV las 
estatinas potencian la activación de la ruta de las Smad por TGF-β. Además, las estatinas también 
aumentan la expresión del receptor TRII y la síntesis de TGF-β en CMLV, lo que conduce a un aumento 
de las acciones dependientes de TGF-β. En este sentido, las estatinas aumentan la susceptiblilidad de las 
CMLV a la apoptosis inducida por TGF-β, y aumentan la sobreregulación de la MEC.  
La ruta de las Smad es la principal ruta de señalización empleada por el TGF-β. Hemos 
observado que dos estatinas Sinvastatina (SV) y Atorvastatina (ATV) aumentaron la activación de la ruta 
de las Smad causada por el TGF-β. En CMLV las estatinas potenciaron la fosforilación de Smad2 y 
Smad3 y la transcripción dependiente de Smad. El TGF-β a través de la ruta de las Smad regula muchas 
respuestas intracelulares, como el crecimiento celular, la diferenciación celular, la acumulación de 
MECP148P. Estos procesos son sujeto de la regulación de otras rutas de señalización como las MAPK P148P. 
Muchos estudios han demostrado que las estatinas inhiben rutas intracelulares muy diferentes, 
incluyendo la activación de factores de transcripción, como el NF-κB, proteínas G pequeñas y la 
activación de proteinas quinasas, como MAPK y ROCK P127P(Hypertension, en prensa). Las estatinas, a 
través de la inhibición de estas rutas, regula respuestas celulares, mostrando propiedades 
antiinflamatorias que pueden ser responsables de los efectos beneficiosos en el tratamiento de la 
aterosclerosis P127P. nuestros resultados muestran que las estatinas potencian la ruta TGF-β/Smad. Las 
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proteínas Smad son factores nucleares que dependen del contexto celular para producir sus 
respuestasP148P. Dado que las estatinas tienen un efecto protector en la aterosclerosis nuestros datos 
indican que las estatinas preparan el contexto celular para favorecer el que las proteínas Smad 
provoquen un efecto protector. 
Se ha descrito una expresión diferencial de los receptores de TGF-β en las CMLV presentes en  
vasos normales con respecto a las de lesiones ateroscleróticas P94, 151P. Así, las CMLV provenientes de 
placas ateroscleróticas casi no expresan el receptor TRII en comparación con las de vasos normales en 
donde el TRII es el más abundante. Esto indica un cambio fenotípico en las CMLV durante la 
aterosclerosis P151-153P. Nosotros hemos observado que en las CMLV en cultivo, provenientes de aortas de 
rata sanas, las estatinas aumentan la expresión del TRII, indicando que las estatinas pueden inducir una 
reversión del fenotipo de las CMLV, provocando un cambio de un fenotipo “aterosclerótico” a un fenotipo 
“normal”. Este hecho podría ser una explicación de los efectos beneficiosos que se observan en el 
tratamiento de la aterosclerosis con estatinas.  
Nuestros rsultados demuestran que en CMLV las estatinas aumentan la síntesis de TGF-β. Esta 
producción local de TGF-β podría participar en los efectos beneficiosos de las estatinas. En la 
aterosclerosis el TGF-β se ha considerado como una “citoquina protectora”, ya que tiene una función muy 
importante en el mantenimiento de la estructura normal de la pared del vaso y controla el equilibrio entre 
la inflamación y la acumulación de MEC P134P. La pérdida de este efecto protector, atribuido a cambios en los 
perfiles de los receptores de TGF-β y en la modulación de los niveles locales de TGF-β, contribuye al 
desarrollo de la aterosclerosis. Los estudios realizados por Graiger y colaboradores apoyan esta 
hipótesis. En modelos experimentales la ausencia de la señalización del TGF-β promueve el desarrollo de 
lesiones ateroscleróticas y placas inestables P134, 141, 188P. En placas carotídeas humanas, se ha encontrado 
una expresión mayor de TGF-β en lesiones asintomáticas comparadas con las placas sintomáticas. El 
TGF-β se expresaba principalmente en los hombros de las placas y asociado con in aumento comparable 
en el contenido de procolágeno y colágenoP34P; lo que proporciona evidencias de que el TGF-β puede 
desarrollar una función importante en el proceso de estabilización de la placa favoreciendo una mejor 
prognosis.  
La acción celular de las estatinas puede explicarse por la inhibición de la isoprenilación de varias 
proteínas, incluyendo las proteínas G pequeñas P127P. En las CMLV, hemos obtenido que la preincubación 
con L-mevalonato y GGPP disminuyó la activación de las Smad inducida por las estatinas y la 
sobreexpresión de TRII y TGF-β, lo que indica la implicación de una proteína geranilgeranilada en estos 
procesos. Asimismo, estos resultados se reprodujeron de manera similar usando inhibidores de la ruta 
RhoA/ROCK (usando el exoenzima C3 o inhibiendo la ROCK mediante Y-27632), indicando que los 
efectos de las estatinas se pueden ser debidos a la inhibición de RhoA/ROCK.  
La aterosclerosis es un proceso muy complicado que comprende disfunción endotelial, 
inflamación, alteraciones de la MEC y formación de neoíntima. Las estatinas han demostrado tener unos 
efectos clínicos muy beneficiosos que incluyen mejora de la disfunción endotelial, disminución de la 
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inflamación y aumento en la estabilidad de la placaP49,126P. Uno de los pasos clave, y probablemente 
implicado en el origen de la aterosclerosis es la proliferación de las CMLV. Estrategias terapéuticas 
recientes se han centrado en la inhibición de la proliferación de las CMLV P45P. Hay una discusión 
controvertida sobre la conveniencia de la apoptosis de las CMLV. Algunos autores han descrito que 
aquellas terapias que aumentan la apoptosis de las CMLV son buenos en el tratamiento de la 
aterosclerosis P45P, sin embargo un estudio reciente ha demostrado que la apoptosis por si sola no es 
beneficiosa para la regresión de la aterosclerosis P35, 36P. En estos estudios experimentales se muestra que 
la apoptosis aumenta la inestabilidad de la placa induciendo la ruptura de la misma P35P. En este campo tan 
controvertido también se ha demostrado que las estatinas inducen la apoptosis de las CMLV P19, 74P y com 
es bien conocido tienen un resultado beneficioso en el tratamiento de la aterosclerosis. En esta tesis 
hemos observado que en CMLV la coincubación de TGF-β y tanto SV como ATV durante 48 horas en 
condiciones libres de suero causó un aumento drástico de la apoptosis en comparación con cada 
estímulo por separado, vía inhibición de la RhoA, sugiriendo que en situaciones de detención del 
crecimiento celular las estatinas aumentan la susceptibilidad de las CMLV a la apoptosis inducida por 
TGF-β.  
También hemos obtenido que en presencia de un 10% de suero de ternera fetal (STF) la 
apoptosis de las CMLV inducida por las estatinas está mediada por la ruta TGF-β/Smad. Los 
experimentos con suero libre de TGF-β y bloqueando la acción de TGF-β con un inhibidor de la activación 
vía receptor ALK5, isoforma del TRI mayoritaria en las CMLV, demuestran que el TGF-β presente en el 
suero es el responsable de la muerte celular inducida por las estatinas. El bloqueo de la activación de las 
Smad mediante la sobreexpresión de Smad7 disminuyó la apoptosis inducida tanto por estatinas en 
presencia de suero, sudgiriendo la implicación de la ruta de las Smad.  
La sobreexpresión de Smad7 también inhibió la apoptosis inducida por la expresión del 
dominante negativo de RhoA. Estos datos indican que tanto las estatinas como la inhibición de RhoA 
inducen la muerte celular mediante la acción de TGF-β a través de la ruta de las Smad. Este es un dato 
importante ya que había un gran interés por saber cual era el mecanismo por el que las estatinas 
producían la apoptosis de las CMLV P51P. Resultaba sorprendente que se produjese principalmente en 
presencia de STF, y se argumentaba que era porque las células se encontraban proliferando lo cual las 
hacía más vulnerables a las estatinas. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que la diferencia 
entre ambas situaciones, 10% de STF o medio libre de STF, es únicamente la presencia o no de TGF-β. 
Se ha descrito que el TGF-β es un importante factor de estabilización y evita la ruptura de la 
placa de ateroma mediante la disminución en la producción de las metaloproteasas de la matriz, como se 
ha visto en placas ateroscleróticas humanas P22P. En esta tesis demostramos que las estatinas aumentan la 
acumulación de MEC inducida por TGF-β, como muestran la sobreexpresión del mediador profibrótico 
CTGF, y del inhibidor de la degradación de MEC PAI-1. Estos resultados se podrían deber a un aumento 
del receptor TRII y de la ruta de TGF-β/Smad, ya que las Smad se ha atribuido a la regulan estas 
proteínas de la MECP38, 117P.  
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Se ha descrito que CTGF induce apoptosis de CMLV P88P, por lo que decidimos analizar si en la 
apoptosis observada en el tratamiento con estatinas, podría tener alguna implicación la sobreexpresión 
de CTGF. El bloqueo del CTGF endógeno con un oligonucleótido antisentido reveló que la producción de 
CTGF es necesaria para la inducción de la apoptosis dependiente de TGF-β y estatinas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se ha descrito en la literatura que las estatinas son uno de los mejores tratamientos para la 
aterosclerosis P49, 170, 171P. En esta tesis mostramos por primera vez que uno de los principales mediadores 
de sus acciones es el TGF-β, lo que aporta algo más de luz a los mecanismos utilizados por las estatinas. 
Hasta ahora se había estado hablando de los efectos pleiotrópicos de las estatinas principalmente 
relacionados con la inhibición de la isoprenilación. Sin embargo, no explicaba todos los efectos obtenidos 
por el tratamiento con estatinas. En esta tesis los efectos pleiotrópicos ofrecen un aspecto nuevo. 
Nuestros resultados demuestran que esos efectos están mediados por el TGF-β a través de su principal 
ruta de señalización, las proteínas Smad. Esta ruta es la única no sólo no inhibida sino incluso potenciada 
por las estatinas. Nuestros datos muestran que el tratamiento con estatinas inhibe las proteínas G 
pequeñas, entre ellas la ruta RhoA/ROCK, pero potencia la ruta de las Smad dirigiendo las repuestas al 
TGF-β a través de este mecanismo de señalización. Estos resultados nos llevan a plantear una hipótesis 
FIGURA 14.  Modelo de acción de las estatinas en la ruta del TGF-β. 
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sobre los mecanismos de acción de las estatinas en la aterósclerosis, donde la ruta del TGF-β/Smad 
desempeña una función clave, como se muestra en la figura 14. Las estatinas inhiben la prenilación de 
RhoA lo que impide que dicha proteína, a través de la activación de la ROCK, inhiba la producción de 
TGF-β y TRII. Esto se traduce en un aumento de la presencia de TGF-β y de su receptor, lo que provoca 
un incremento en la señalización a través de la ruta Smad. Las estatinas a través de este mecanismo, 
aumentan la apoptosis de las CMLV, y a su vez inducen una mayor acumulación de proteínas de la MEC. 
Estos procesos contribuyen a la estabilización de la placa de ateroma, al aumentar el componente fibroso 
e inducir una apoptosis más controlada. Nuestros datos, junto con los efectos antiinflamatorios descritos 
sobre las estatinas P127P, permiten tener una visión más completa de las acciones de las estatinas en el 
proceso aterosclerótico. 
 
4. La regulación del CTGF es un evento clave en el desarrollo de la 
fibrosis vascular  
 
En esta tesis hemos explorado las funciones y mecanismos moleculares de varios de los 
factores más importantes en la progresión del daño vascular, la ET-1, la Ang II y el TGF-β. Hemos 
comprobado que el mecanismo por el que un daño vascular se desarrolla es extremadamente complejo. 
Esta complicación se refleja en la regulación de una proteína, el CTGF. Dicha regulación está mediada 
por diversas rutas de señalización. Muchas de estas rutas están compartidas por los tres factores que se 
han estudiado, como son las MAPK, los radicales de oxígeno o la RhoA (Fig. 15), mientras que la ruta de 
las Smad sólo la utilizarían la Ang II y el TGF-β. Además, también hemos comprobado que la progresión 
del daño vascular es asimismo sumamente compleja, y que dicha complejidad se plasma precisamente 
en el CTGF. Esta proteína dependiendo de las condiciones en las que se exprese así como del factor que 
la induzca, tiene efectos tanto en la progresión del daño como en su mejora. En esta tesis hemos 
confirmado que es un factor mediador de la fibrosis, lo que indica que tiene un efecto esencialmente 
dañino. Sin embargo, esta proteína se induce fuertemente por las estatinas, lo que sugiere que en 
algunas condiciones concretas podría tener un efecto beneficioso. Este sería el caso de la ateroscñerosis, 
dado que un elemento fundamental es la estabilidad de la placa de ateroma, el hecho de que se 
sobreexprese este mediador fibrótico aumenta dicha estabilidad. Además también hemos demostrado 
que el CTGF es mediador de la apoptosis inducida por TGF-β y estatinas, algo que en la aterosclerosis, 
en la que hay una proliferación descontrolada de las CMLV, podría tener un efecto positivo. Teniendo en 
cuenta que todos estos efectos en otros contextos como la hipertensión no serían beneficiosos esta 
proteína se convierte en un factor clave en las enfermedades cardiovasculares y su regulación es una de 
las dianas terapéuticas más prometedoras.  
Otro de los factores clave en las enfermedades cardiovasculares es el TGF-β. Este factor no sólo 
es el mediador de algunas de las acciones de la Ang II y la ET-1P201P, sino que también regula la práctica 
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totalidad de los procesos relacionados con las enfermedades cardiovasculares como la fibrosis o la 
inflamación. En muchos casos es la desregulación de sus respuestas la que desarrolla el daño vascular. 
Estas desregulaciones pueden darse por la acción indirecta de factores implicados en el daño como 
podría ser la ET-1 a través de la inducción de la Trombospondina-1 P256P, una de las activadoras conocidas 
del TGF-βP161P. También pueden ser de carácter directo como la acción de la Ang II que es capaz de inducir 
su expresión y activación; y que como hemos demostrado en esta tesis comparte mucha de su 
señalización intracelular. Y por último podría ser dependiente de una confluencia de factores como los 
que inician el proceso aterosclerótico, y que producen un cambio en el fenotipo de las CMLV, haciendo 
que el ratio entre los receptores del TGF-β, TRII/TRI, disminuya de tal forma que el TRII apenas se 
exprese, conduciendo a una alteración de las respuestas inducidas por el TGF-β. Todo esto provoca que 
la regulación de un factor tan importante como es el TGF-β se vea alterada de tal forma que ayuda a la 
progresión del daño. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cabe resaltar también la importancia de las CMLV en los procesos de daño vascular, y como su 
estudio directo mediante aproximaciones In Vitro de situaciones observadas durante la lesión vascular 
nos puede dar mucha información para el tratamiento de dichas enfermedades en el futuro. Estas células 
están implicadas en la inflamación por la expresión de numerosos mediadores inflamatorios como el 
MCP-1, IL-6 y moléculas de adhesión como ICAM, VCAM P45P. Sin embargo la mayor contribución estas 
células al daño vascular es la producción de proteínas de la MEC. En esta tesis hemos definido mejor los 
mecanismos por los que las CMLV producen MEC así como las principales rutas de señalización 
implicadas. De entre estas rutas de señalización cabe destacar la ruta RhoA/ROCK ya que es una de las 
rutas compartidas por los tres factores sujetos del estudio en esta tesis. Además esta ruta es una de las 
que inhibe el tratamiento con estatinas lo que lleva a una mejora del daño vascular indicando que este 
mecanismo es uno de los principales responsables de dicho daño.  
 
FIGURA 15.  Rutas de señalización en la regulación del CTGF  
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1. En CMLV en cultivo la ET-1 incrementa la producción de CTGF y fibronectina, a través 
del receptor ET BA B y de la activación de diversas señales intracelulares (mecanismos redox 
y activación de RhoA). 
2. El bloqueo de la producción endógena de CTGF mediante un oligonucleótido antisentido 
inhibió la fibrosis inducida por ET-1, lo que sugiere que este factor podría ser un 
mediador de los efectos profibróticos de ET-1 en las enfermedades vasculares. 
3. La ET-1 es un intermediario de la inducción de CTGF por Ang II, mientras que la 
inducción de CTGF por ET-1 es independiente de TGF-β 
4. La AngII activa la ruta de señalización de las proteínas Smad en las CMLV por un 
mecanismo independiente del TGF-β y a través del receptor ATB1B.  
5. El bloque de la activación de la ruta de las proteínas Smad mediante la sobreexpresión 
de Smad7 inhibió tanto la producción de CTGF, Col1 y FN inducida por Ang II y TGF-β, lo 
que sugiere que esta ruta de señalización podría estar implicada en los cambios 
estructurales de la pared vascular. Estos datos contribuyen al conocimiento de los 
mecanismos relacionados con la fibrosis en las enfermedades cardiovasculares. 
6. Las estatinas ejercen un efecto directo sobre la ruta TGF-β/Smad, lo cual podría explicar, 
al menos en parte, los efectos pleiotrópicos relacionados con los mecanismos de 
actuación de estos fármacos. 
 
 
El CTGF es un mediador de las respuestas inducidas por la ET-1, la Ang II y el TGF-β en las 
CMLV. Esta citoquina profibrotica es una de las claves para entender los cambios producidos por estos 
mediadores en las enfermedades vasculares. La modulación de las acciones del CTGF podría ayudar a 
desarrollar nuevos abordajes  más efectivos en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. 
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